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Resumo

Paracoccidioides  brasiliensis é um dos agentes etiologicos da
paracoccidioidomicose, micose sistémica de grande importédncia na América Latina
devido a incidéncia. Durante a interagdao com o hospedeiro, P. brasiliensis sintetiza
diversas moléculas que auxiliam no processo infeccioso, entre elas, a proteina
Pb14-3-3 desempenha um importante papel no estabelecimento da infecgéo. Este
estudo teve como objetivo aprofundar o conhecimento sobre esta proteina através
de caracterizagao biofisica e estrutural, identificar proteinas ligantes tanto de P.
brasiliensis quanto de células humanas e avaliar seu potencial imunogénico em G.
mellonella. Para isso, a proteina Pb14-3-3 recombinante foi produzida e purificada
por técnicas cromatograficas. O conteludo de estrutura secundaria e a avaliagcao da
estrutura terciaria foram avaliados por dicroismo circular e fluorescéncia intrinseca
do triptofano, respectivamente onde foi observado que a proteina obtida é composta
majoritariamente por estruturas a-hélices e apresenta estrutura terciaria. A
estabilidade térmica também foi avaliada e a Pb14-3-3 recombinante mantém sua
estrutura secundaria até a temperatura 55°C, temperatura muito superior as
utilizadas nos experimentos posteriores. A resolugcédo da estrutura tridimensional por
cristalografia de raios-X demonstrou que a proteina € composta por nove estruturas
a-hélices dispostas em arranjo antiparalelo, formando um canal de ligagado
caracteristico das proteinas da familia 14-3-3. Curiosamente, observou-se que
durante o processo de cristalizagédo a Pb14-3-3 interage com um peptideo, que se
dissocia com a adi¢do de glutaraldeido na solugao de cristalizagdo. A sequéncia do
peptideo foi predita in silico e este apresentou o motivo de ligagdo modo Il predito
para proteinas 14-3-3. Os ensaios de interacao proteina-proteina demonstraram que
a Pb14-3-3 interage com um grande numero de proteinas tanto de P. brasiliensis e
quanto de células hospedeiras (ATCC MRC-5). Entre as proteinas de P. brasiliensis,
identificou-se duas proteinas da familia Hsp70 (heat shock proteins), Hsp7 e Hsp72,
estas proteinas estdo envolvidas na patogenicidade de P. brasiliensis, porém o
papel dessa interagéo na patogenicidade ainda deve ser elucidado. A a-tubulina de
ATCC MRC-5, proteina do citoesqueleto, também foi identificada como ligante de
Pb14-3-3, sugerindo o envolvimento desta proteina no rearranjo do citoesqueleto de
células hospedeiras mediante a infecgao por P. brasiliensis, que é considerado um
mecanismo de evaséo do sistema imune. Adicionalmente, neste trabalho também foi

realizada a avaliagdo do efeito do tratamento da Pb14-3-3 em G. mellonella e



observou-se que o pré-tratamento com a proteina promoveu um efeito protetivo
contra a infeccao por P. brasiliensis e que a Pb14-3-3 desempenha um papel
imunomodulatério promovendo a diminuicdo da densidade hemocitaria e o aumento
na producgéo de 6xido nitrico e na expressao de peptideos antifungicos. Desta forma,
este estudo reforca a importancia desta proteina na interagdo Paracoccidioides-
hospedeiro, sugerindo seu envolvimento no rearranjo do citoesqueleto e seu

potencial como alvo terapéutico.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, proteina 14-3-3, adesina



Abstract

Paracoccidioides brasiliensis is one the etiological agents of paracoccidioidomycosis,
a systemic mycosis of great importance in Latin America due its incidence. During
the interaction with the host, P. brasiliensis synthetizes several molecules that assist
in the infectious process, among them the Pb14-3-3 plays a crucial role in the
establishment of the infection. This study aimed to increase the knowledge about this
protein by performing the biophysical and structural characterization, identify binding
protein from P. brasiliensis and host cells and evaluate its immunogenic potential in
G. mellonella. For this, the Pb14-3-3 recombinant protein was produced in E. coli and
purified by chromatography techniques. The secondary structure content and
evaluation of tertiary structure was performed by circular dichroism and intrinsic
tryptophan fluorescence, respectively and it was observed that the obtained protein is
mainly composed by structures and presents tertiary structure. The thermal stability
was also evaluated and the Pb14-3-3 recombinant protein maintains its secondary
structure until 55°C, which is higher than the temperatures used in subsequent
experiments. The resolution of the 3D structure by X-ray crystallography revealed
that the protein is composed by nine a-helix, in antiparallel arrangement, forming a
binding groove that is characteristic from 14-3-3 proteins family; Interestingly, it was
observed that during the crystallization process the Pb14-3-3 interacts with a peptide,
which dissociates when crosslinked with glutaraldehyde. The peptide sequence was
predicted in silico and presented the binding motif mode Il proposed for 14-3-3
proteins. The interactions assays showed that Pb14-3-3 interacts with several
proteins from both P. brasiliensis and host cells (ATCC MRC-5). Among the biding
proteins from P. brasiliensis, two proteins from Hsp70 (Heat Shock Proteins) family
were identified, Hsp7 and Hsp72, these proteins are involved in P. brasiliensis
pathogenicity, but its role of this interaction in the pathogenicity is not clear yet. The
a-tubulin protein from ATCC MRC-5, a cytoskeleton protein, was also identified as
Pb14-3-3 binding partner, suggesting the role of this protein in the cytoskeleton
rearrangement promoted by P. brasiliensis as an evasion mechanism from host
immune system. Additionally, the effect of Pb14-3-3 treatment in Galleria mellonella
was also evaluated and it was observed that the pre-treatment protects larvae
against P. brasiliensis infection and Pb14-3-3 has an immunomodulatory effect

leading to a decrease of hemocyte density, increases the production of oxide nitric



and the expression of antifungal peptides coding genes. Therefore, this study
reinforces the importance of Pb14-3-3 in the Paracoccidioides-host interaction,
suggests its involvement in the cytoskeleton rearrangement and its potential as
therapeutic target.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, 14-3-3 protein, adhesin
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1. Introdugao

1.1 Complexo Paracoccidioides spp. e paracoccidioidomicose

Existem 2,2 a 3,8 milhdes de espécies de fungos, sendo que, aproximadamente
300 espécies sao descritas como patdbgenos humanos causando alergias, micoses
superficiais e invasivas (STOP NEGLECTING FUNGI, 2017; HAWKSWORTH e
LUCKING, 2017).

O aumento da incidéncia das infecgbes fungicas constitui um grande problema
de saude publica mundial. Desde da década de 1980, houve um aumento nos casos
de micoses devido ao aumento de individuos imunocomprometidos, ao uso de
antibiéticos e medicamentos imunossupressores. Estima-se que cerca um bilhdo de
pessoas sdo acometidas por micoses e que levam cerca de 1,5 milhdes de pessoas
a morte (HORN et al., 2012; FALCONE et al., 2014; BONGOMIN et al., 2017).

As micoses invasivas sao as formas mais graves das infec¢des fungicas e
estima-se que cerca de 150 milhdes de pessoas sejam acometidas. Entretanto, este
namero pode ser maior devido a falta de visibilidade, auséncia de notificacao
compulsoria e a falta de precisao dos métodos diagnésticos (BONGOMIN et al.,
2017; ENOCH et al., 2017; QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica que tem como agente
etiologico os fungos do complexo Paracoccidioides. E uma doenca geograficamente
restrita a América Latina, com maior prevaléncia no Brasil, onde cerca de 80% dos
casos sao relatados, seguido por Venezuela, Coldbmbia, Equador e Argentina e
possuindo uma grande relevancia clinica (BRUMMER et al., 1993; MENDES-
GIANNINI et al., 2004; AMEEN et al., 2010; MARTINEZ, 2017).

A PCM é considerada a segunda micose sistémica mais prevalente na América
Latina, apresentando incidéncia de 1-4/100.000 habitantes em areas endémicas e
taxa de mortalidade de 1,65/milhdo de habitantes no Brasil, porém estes dados
podem ser maiores, pois sdo baseados em estudos pontuais (COLOMBO et al.,
2011; QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Em estudo retroativo realizados por Prado et
al. (2009), entre 1996 a 2006, em casos de doencgas fungicas como causa primaria
de morte, a PCM foi responsavel por cerca de 51% dos casos/ano, seguido de
criptococose e candidiase.

Inicialmente considerava-se apenas as regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do

Brasil como regides endémicas, porém devido a expansdo agropecuaria na regiao
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Norte e Nordeste verificou-se um aumento da incidéncia da PCM nos estados de
Tocantins, Para, Maranhao e Rondénia. Estudos em novas areas hiperendémicas no
Maranhdo mostram que a incidéncia pode chegar a aproximadamente 40/100.000
habitantes/ ano (MATOS et al., 2012; VIEIRA et al., 2014).

Além da expansao agricola, alteragcbes nas condicbes do microambiente,
devido a alteracdes climaticas ou alteragdes no ambiente, como por exemplo as
construcdes de hidroelétricas, podem estar associadas ao aumento da incidéncia da
PCM em algumas regides (MANGIATERRA et al., 1999; BARROZO et al., 2009;
LOTH et al., 2011). Em estudo realizado por do Valle et al. (2017) observou-se um
aumento de 5,7 vezes no diagnéstico de PCM na regido da Baixa Fluminense no Rio

de Janeiro ap0s a construgao de uma rodovia.

Figura 1. Areas endémicas de PCM na América Latina

Maranhdo
Tocantins

Rio Grande
do Sul

BRAZIL (states)

(¢) Primeiras areas de alta endemicidade reconhecidas; (¢) areas de alta endemicidade desde as
ultimas décadas do século 20; (¢+) areas com evidéncias de aumento de casos; (¢+) areas de
endemicidade moderada; ( ) baixa endemicidade; (¢) auséncia ou raros casos de PCM reportados
(MARTINEZ, 2017).
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O primeiro relato de PCM foi realizado por Adolpho Lutz em 1908, que
descreveu os aspectos clinicos, histopatolégicos e micolégicos da doenca e
posteriormente realizou o registro de varios casos, iniciando o re-isolamento e
caracterizagdo do fungo. Em 1911, apds estudos morfolégicos de Alfonse
Splendore, o fungo recebeu a denominagéo Zymonema brasiliensis. Em 1930, apds
estudos comparativos entre a doenca no Brasil e a doenga causada por
Coccidioides immitis, o género Paracoccidioides foi criado mantendo-se a espécie
brasiliensis. (Da SILVA LACAZ, 2002; MARQUES, 2008).

Por muitas décadas considerou-se que o género Paracoccidioides
compreendia apenas uma espécie, porém apés um estudo com 65 isolados de P.
brasiliensis provenientes de seis areas endémicas, concluiu-se que P. brasiliensis é
composto por trés espécies filogenéticas, denominadas S1, PS2 e PS3 (MATUTE et
al., 2006).

A espécie filogenética S1 constitui um grupo parafilético, contendo isolados
provenientes da Argentina, Brasil, Peru e Venezuela; PS2 um grupo monofilético,
com isolados encontrados no Brasil e Venezuela e; PS3 grupo monofilético, restrito
a Colédmbia (MATUTE et al., 2006).

Posteriormente, Carrero et al. (2008) realizou outro estudo com as regides
codificadoras e nao codificadoras de varios genes da regido ITS de 21 isolados, e
obteve resultados semelhantes ao estudo anterior, porém devido ao distanciamento
genético do isolado Pb01 propds-se a separagéo deste em novo grupo filogenético
denominado Pb01-like.

Em 2009, ap6s estudos comparativos entre isolados Pb01-like e as outras
espécies filogenéticas sugeriu-se a separacao taxonbémica e a denominagao
Paracoccidioides lutzii (TEIXEIRA et al., 2009). Posteriormente, um novo grupo
restrito a regido da Venezuela foi descrito e recebeu a denominagao PS4 (TEIXEIRA
et al., 2014).
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Figura 2. Distribui¢cdo geograficas das diferentes espécies filogenéticas de P.

brasiliensis e P. lutzii (Pl)

Fonte: SHIKANAI-YASUDA et al., 2017

Recentemente, Turissini et al. (2017), ap6s estudos moleculares e a
observacdo de diferengas morfologicas da fase leveduriforme entre as quatro
espécies filogenéticas, ainda que pequenas, propuseram a diferenciagdo
taxonémicas das espécies, sugerindo as denominagdes: P. americana, para PS2; P.
restripiensis, para PS3; e P. venezuelensis, para PS4.

O habitat dos fungos do género Paracoccidioides ainda néo é claramente
definido devido a dificuldade em isolar o fungo no ambiente na forma miceliar, porém
ja foram encontrados solos ricos, agua e plantas. Adicionalmente, sao
frequentemente isolados de tatus, Dasypus novemcinctus e Cabassous centralis, de
areas endémicas, provavelmente devido ao grande contato desses animais com o
solo, e acredita-se que eles auxiliam na disseminacéo de esporos (BAGAGLI et al.,
2003; BAGAGLI et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2014).

Paracoccidioides spp tem como principal caracteristica o dimorfismo,

apresentando-se na forma miceliar ou leveduriforme, sendo a transi¢gdo entre as
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formas mediada pela mudancga de temperatura. Na temperatura ambiente, 25°C a
27°C crescem como micélios produzindo conidios, considerada a fase infectante do
fungo, e macroscopicamente, apresenta-se na forma de colbnias brancas e
cotonosas. A 37°C, em meios enriquecidos ou no hospedeiro, o fungo encontra-se
na forma leveduriforme, fase parasitaria, apresentando-se como células
arredondadas de parede dupla e multiplos brotamentos, que formam colbénias de
aparéncia cerebriforme e levemente amareladas (MCEWEN et al., 1987; FRANCO
etal., 1994).

Figura 3. Morfologia de Paracoccidioides spp.

Forma Forma
miceliar leveduriforme

Caracteristicas
macroscopicas

Caracteristicas
microscopicas

Caracteristicas da macroscopicas da forma miceliar (A) e leveduriforme e caracteristicas
microscépicas da forma miceliar (B) e leveduriforme (D) dos fungos do género Paracoccidioides.
Adaptado de LACAZ et al., 1999; BORGES-WALMSLEY et al., 2002 e CORREDOR et al., 2005.

A aquisicao da doencga ocorre através da inalagéo de conidios ou fragmentos
de hifa que, em contato com o hospedeiro, sofre a transicdo para a forma
leveduriforme, o estabelecimento e desenvolvimento da doenca dependem de varios
fatores, tanto do fungo quanto do hospedeiro. A PCM apresenta diversas
manifestagdes clinicas, sendo acometimento pulmonar e lesées na mucosa oral as
mais comuns (BELLISSIMO-RODRIGUES et al., 2013; CATANO e AGUIRRE, 2013;
De OLIVEIRA, H. C., AsSATO, P. A, et al., 2015). Assim, a doenga pode-se
apresentar nas formas: aguda, crénica e residual.

A forma aguda, também chamada de juvenil por acometer principalmente
criangas e jovens, de ambos os sexos, também é a forma mais comum em pacientes

imunocomprometidos. Esta é a forma mais grave da PCM, pois possui uma rapida
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evolugcdo causando uma infecgdo disseminada que pode afetar diversos érgaos e
apresentando uma alta taxa de mortalidade. As manifesta¢cdes clinicas mais
frequentes sao: febre, perda de peso, anemia, lesbes cutdneas, acometimento do
sistema imune (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A forma cronica acomete principalmente adultos do sexo masculino e é
considerada a forma mais comum da doenca. Esta forma possui uma evolugédo mais
lenta, as manifestagdes clinicas podem aparecer depois de anos ou décadas apos a
infeccdo. A principal caracteristica desta forma é o acometimento do trato
respiratério inferior, podendo se disseminar para outros o6rgdos e tecidos
(RESTREPO et al., 2008; BOCCA et al., 2013; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A menor prevaléncia em mulheres esta relacionada ao fator hormonal, onde o
estradiol exerce um fator protetivo através da interagdo com receptores presentes no
fungo que desencadeia a resposta imune. Estudos indicam que esta interagéo
impede a transicdo da forma miceliar para leveduriforme, fator essencial para o
estabelecimento da doenca. (LOOSE et al., 1983; SHANKAR et al., 2011; CAIXETA
et al., 2018).

A forma residual esta relacionada com sequelas de lesbes antigas provocadas
pela doencga, sendo a insuficiéncia pulmonar crénica devido a fibrose a sequela mais
grave (FRANCO et al., 1994; DE ABREU E SILVA et al., 2012; MARQUES, 2013).

O diagnéstico padréao da PCM é realizado através do exame direto em fluidos
biolégicos ou histopatolégicos, mediante a visualizagdo de células com multiplos
brotamentos, caracteristico de Paracoccidioides spp, ou através do isolamento dos
fungos de espécimes clinicas, porém essa técnica apresenta algumas desvantagens
como a dificuldade de re-isolar o fungo, a demora do cultivo e da reversédo do fungo
para a fase miceliar, importante para confirmacéo da infec¢cao por fungos dimérficos
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

Neste sentido, a fim de obter-se um diagndstico mais rapido, os exames
imunologicos sao utilizados para o diagnéstico, e também para o acompanhamento
do paciente. Para a o diagnostico da PCM as técnicas de imunodifusao, contra-
imunoeletroforese, imuno-ensaio enzimatico (ELISA) e Immunoblotting, podem ser
utilizadas apresentando uma sensibilidade entre 80-95% (MORETO et al., 2011; DA
SILVA, J. F. et al., 2015; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A imunodifusdo é o método mais utilizado para o diagndstico inicial da PCM
devido ao baixo custo, a simplicidade de execucdo, a sensibilidade (>80%), e
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especificidade (>90%), também sendo utilizada no acompanhamento de pacientes.
Enquanto a contra-imunoeletroforese por possuir um custo maior € mais utilizado
para o acompanhamento de pacientes (DEL NEGRO et al., 1991; MORETO et al.,
2011; GEGEMBAUER et al., 2014; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A utilizagdo de imuno-ensaios enzimaticos (ELISA) no diagnéstico de
infecgdes, inclusive da PCM, tem aumentado devido a facil execugéo e obtencéo de
resultados, porém possui um custo maior e reag¢des cruzadas em pacientes com
histoplasmose ou com a doenca de Jorge Lobo ja foram relatadas (Da Silva, J. F. et
al., 2015; Shikanai-Yasuda et al., 2017). O Imunoblotting normalmente é utilizado
como exame comprobatério e para monitoramento da doenga, sendo a glicoproteina
de 43 kDa (gp43 kDa) o principal marcador da PCM (MENDES-GIANNINI et al.,
1989; DE CAMARGO, 2008).

Antigenos contendo alta concentracao de gp43 kDa sao muito utilizados devido
a alta reatividade em pacientes acometidos com PCM por P. brasiliensis, porém,
pacientes infectados por P. lutzii podem apresentar um resultado falso negativo, por
isso o estudo de novos marcadores de PCM sdo de grande importancia (LEITAO et
al., 2014; DA SILVA et al., 2016).

Em relagédo ao tratamento, a terapéutica varia de acordo com a severidade da
doenca, do sistema imune do paciente e da disponibilidade do medicamento. Para
as formas mais leves e moderadas, o itraconazol € o farmaco de escolha e o tempo
de tratamento pode variar de 9-18 meses dependendo da severidade da doenca e
resposta ao tratamento. Os novos derivados azodlicos, voriconazol, posiconazol e
isavuconazol, também sao utilizados no tratamento destas formas (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017).

Entretanto, a associacdo sulfametoxazol-trimetropim, apesar de possuir uma
acao fungistatica e exigir um periodo de tratamento mais prolongado, é amplamente
utilizada, devido sua disponibilidade no sistema de saude publico por apresentar um
menor custo (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

Em casos mais severos, a utilizacdo da anfotericina B em deoxicolato ou na
forma lipossomal s&o indicadas e o tempo de tratamento pode variar de acordo com
a resposta do paciente, que devem ser monitorados ndo apenas em relacéo a
regressdo da doenca, mas também quanto aos efeitos tdxicos da anfotericina B
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).
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Entretanto, a alta toxicidade associada a anfotericina B, os longos periodos de
tratamento com itraconazol que, muitas vezes, levam ao abandono do tratamento
pelo paciente, o aumento de pacientes imunodeprimidos ou que apresentam
coinfecgéo e por isso apresentam maiores problemas em relagédo a terapia devido a
interacdes medicamentosas e/ou efeitos adversos, despertam a necessidade de
novas alternativas terapéuticas (GHANNOUM E RICE, 1999; KRCMERY, 2005; DI
SANTO, 2010; MARQUES, 2013).

1.2 Interagao Paracoccidioides-hospedeiro

Paracoccidioides spp. dispdbe de mecanismos que auxiliam na adaptagao,
estabelecimento e disseminagcdo no hospedeiro, como dimorfismo, sintese de
melanina, adesinas, invasinas, secre¢ao de vesiculas extracelulares e mecanismos
de evaséao do sistema imune, como prevencao da fagocitose, indugdo da apoptose,
produgdo de enzimas antioxidantes (MARCOS, DE OLIVEIRA, DE MELO, et al.,
2016; CAMACHO e NINO-VEGA, 2017).

Assim, o estabelecimento da PCM depende tanto dos fatores de viruléncia de
Paracoccidioides quanto do estado imunolégico do hospedeiro e da capacidade do
fungo de evadir o sistema imune. (LENZI et al., 2000; MENDES-GIANNINI et al.,
2000; MENDES-GIANNINI et al., 2004; DE OLIVEIRA, H. C., ASSATO, P. A, et al.,
2015).

A producgdo de adesinas € o maior fator de viruléncia de fungos e possui um
grande papel na patogénese, inclusive em Paracoccidioides spp.. As adesinas
participam da etapa inicial do estabelecimento do fungo no hospedeiro, pois s&o
responsaveis por promover a adesao a células hospedeiras e a matriz extracelular
(MEC), composto principalmente por fibronectina, laminina, fibrinogénio e colagenos
do tipo | e IV, (MENDES-GIANNINI et al., 2006; DE GROOT et al., 2013; DE
OLIVEIRA, H. C., DA SILVA, J.EF, et al., 2015).

Diversas adesinas ja foram descritas para os fungos do complexo
Paracoccidioides spp. entre elas a gp43 , a proteina 14-3-3 (Pb14-3-3),
gliceraldeido-3-fostato desidrogenase (GAPDH), triose fosfato isomerase (TPI),
malato sintase (MLS), enolase (ENO), e o fator de elongacéo Tu (PbEF-Tu), sendo
as proteinas gp43 e Pb14-3-3 as adesinas mais expressas durante a infeccao
(VICENTINI et al., 1994; ANDREOTTI et al., 2005; BARBOSA et al., 2006; PEREIRA
et al., 2007; DA SILVA NETO et al., 2009; DONOFRIO et al., 2009; DE OLIVEIRA,
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H. C., DA SILVA, J.E F, et al., 2015; MARCOS, DE OLIVEIRA, DA SILVA, et al.,
2016).

A maioria das adesinas descritas sdo proteinas moonlighting, que se
caracterizam por serem normalmente expressas pelo organismo, porém podem
apresentar fungdes adicionais independentes de sua funcao principal. As proteinas
envolvidas GAPDH, TPl e ENO, que possuem fungbes candnicas na via glicolitica e
durante a infecgédo, sdo superexpressas e possuem um papel na viruléncia, este
seria um mecanismo de adaptagcado, resultando em um aumento de habilidades
funcionais de um organismo sem a necessidade de expansao do genoma
(KARKOWSKA-KULETA e KOZIK, 2014; MARCOS et al., 2014).

1.3 Familia de proteinas 14-3-3

As proteinas 14-3-3 constituem uma familia de proteinas altamente
conservadas, pequenas, diméricas e acidas, podendo apresentar multiplas
isoformas, como por exemplo, em mamiferos foram descritas sete isoformas; em
plantas, como Arabidopsis thaliana que possui 13 isoformas e Saccharomyces
cerevisiae possui 2 isoformas (OBSIL e OBSILOVA, 2011).

As proteinas 14-3-3 sao proteinas multifuncionais que participam na regulagéo
de diversos processos celulares, como apoptose, transducgéo de sinal, regulacéo de
ciclo celular e de transcricdo e rearranjo do citoesqueleto. O envolvimento das
proteinas 14-3-3s nos processos celulares deve-se a capacidade de interagir com
inUmeras proteina promovendo a alteragao estrutural da proteinas alvo, a regulagéo
da localizagao sub celular de proteinas ligantes e ao impedimento ou estabilizacéo
da formagdo de complexos multiproteicos (FU et al., 2000; OTTMANN, 2013;
SLUCHANKO et al., 2017).

Estudos de interagdo proteina-proteina sugerem que as 14-3-3s podem
interagir com mais de 2000 proteinas, porém pouco se sabe sobre a implicagédo
destas na interacdo fungo-hospedeiro. As proteinas 14-3-3 interagem,
preferencialmente, com proteinas que apresentam fosforilagdo nos residuos de
serinas ou treoninas, apresentando os motivos de ligacdo: RSXpS/pTXP (modo 1) e
RXXXpS/pTXP (modo 2), onde pS representa uma serina e pT uma treonina
fosforiladas e X representa qualquer aminoacido. A interagdo com a regiao C-
terminal da proteina alvo também ja foi relatada e denominada como modo Il
(pS/pTX-COOH) (YAFFE et al., 1997; RITTINGER et al., 1999; YANG et al., 2006).
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Em humanos, as proteinas 14-3-3 sédo amplamente estudadas, principalmente
devido ao seu potencial terapéutico devido a sua relagcédo com o desenvolvimento de
diversos tipos de céancer e doencas neurodegenerativas, como Creutzfeldt-Jakob,
doenga de Alzheimer e doenca de Parkinson (STEINACKER et al., 2011; ZHAO et
al., 2011; AGHAZADEH e PAPADOPOULOS, 2016).

As proteinas 14-3-3 de parasitas, como Echinococcus spp., Toxoplasma gondii,
Schistosoma sp., também tém sido estudadas como potencial alvo terapéutico e
diagnéstico pois estdo envolvidas na interagéo parasito-hospedeiro (SILES-LUCAS
et al., 2003; SILES-LUCAS e GOTTSTEIN, 2003; ANDRADE et al., 2004; SILES-
LUCAS et al., 2007; SILES-LUCAS et al., 2008; MENG et al., 2012; WEIDNER et al.,
2016).

A primeira descricdo de proteinas 14-3-3 em fungos foi realizada por Van
Heusden et al. (1992), através da caracterizagdo do gene BMH1 de S. cerevisiae.
Posteriormente outra isoforma foi identificada, Bmh2, e ambas sdo responsaveis
pela regulagdo de diversos processos celulares, como transporte celular, sintese de
quitina e ergosterol, citoesqueleto (VAN HEUSDEN et al., 1995; BRUCKMANN et al.,
2004; VAN HEUSDEN e STEENSMA, 2006; KLUG e DAUM, 2014; PARUA et al.,
2014; KUMAR, 2017).

O envolvimento das proteinas 14-3-3 de fungos patogénicos na viruléncia ja
foi demonstrada em Candida albicans, Paracoccidioides spp. € mais recente
Cryptococcus neoformans, onde a proteina também esta envolvida na adesado a
células hospedeiras (KELLY et al., 2009; DE OLIVEIRA, HAROLDO C. et al., 2015;
LI et al., 2015).

Em P. brasiliensis, a proteina Pb14-3-3 foi primeiramente identificada por
Andreotti et al. (2005) através de uma analise de proteinas diferencialmente
expressas apos o re-isolamento do fungo em camundongo. Neste estudo, observou-
se 0 aumento da expressdo de uma proteina de aproximadamente 30 kDa, que foi
isolada e caracterizada como uma adesina, ligante de laminina. Em estudo posterior,
através de sequenciamento de aminoacidos esta proteina foi identificada como uma
proteina 14-3-3 (DA SILVA et al., 2013).

A proteina Pb14-3-3 possui um importante papel na patogénese sendo uma
das proteinas mais expressas durante a infec¢gdo por Paracoccidioides spp. Em
ensaios de infecgao in vitro e in vivo, foi observado que a Pb14-3-3 esta relacionada
ao processo de adesdo as células hospedeiras e durante a infeccdo acumula-se na
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parede do fungo, é secretada para o meio extracelular e promove o rearranjo do
citoesqueleto de células hospedeiras (ANDREOTTI et al., 2005; SILVA, 2011; DA
SILVA et al., 2013; DE OLIVEIRA, HAROLDO C. et al., 2015).

Além do processo de adesao, a Pb14-3-3 também esta envolvida na indugéo
da apoptose de células hospedeiras, considerado um mecanismo de evasao do
sistema imune de Paracoccidioides spp., que favorece a sobrevivéncia e o
crescimento do fungo no hospedeiro (MENDES-GIANNINI et al., 2004; SILVA et al.,
2015).

Em Paracoccidioides spp., a participacdo da proteina nos processos de
crescimento, morfologia e transicdo entre as formas miceliar e leveduriforme, foi
demonstrado através de silenciamento génico da Pb14-3-3 (MARCOS, SILVA, et al.,
2016). Adicionalmente, em estudos de analise funcional utilizando como modelo S.
cerevisiae foi sugerido a participacao da Pb14-3-3 na biossintese de ergosterol, uma
via alvo de antifungicos utilizados, como itraconazol e anfotericina B (ASSATO et al.,
2015).

O mutante silenciado, Pb14-3-3 aRNA, também apresentou diminui¢do na
ligagdo a laminina, menor interagdo com pneumocitos e menor viruléncia nos
modelos murinho (dados nao publicados) e Galleria mellonella confirmando sua
importancia na interacdo Paracoccidioides-hospedeiro (MARCOS, SILVA, et al.,
2016).

Estes estudos demonstram a importancia da Pb14-3-3 na viruléncia e no
estabelecimento de P. brasiliensis no hospedeiro. Assim, estudos de caracterizagao
estrutural e da sua interacdo com proteinas associadas a mecanismos de
patogenicidade, bem como sua interacdo com proteinas do hospedeiro, podem
auxiliar na busca por alternativas terapéuticas para o tratamento da PCM.

1.4 Galleria mellonella como modelo de estudo in vivo

Em 1959, Russel e Burch, com o intuito de conscientizar a comunidade
cientifica sobre a utilizacao de animais mamiferos na pesquisa propuseram a teoria
dos 3R (Reduction, Refinement e Replacement). Esta teoria incentivou a busca de
metodologias para a redugé&o e substituicdo de modelos animais mamiferos e o
refinamento dos experimentos para reduzir o estresse e sofrimento destes animais
(BULGER, 1987; ANDERSEN e WINTER, 2017).
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Diversas técnicas sao sugeridas com o objetivo de aplicar a teoria dos 3R,
como técnicas fisico-quimicas, modelos computacionais, testes in vitro, utilizagao de
microarrays € o uso de animais inferiores. Entretanto a substituicdo total da
utilizacdo de animais mamiferos ainda possui controvérsias, uma vez que a ha um
consenso de que a utilizagcdo desses modelos ainda € a melhor maneira de
mimetizar as condi¢ées do organismo humano (ARORA et al., 2011; TREVIJANO-
CONTADOR e ZARAGOZA, 2014).

O modelo murino € amplamente usado devido a semelhangca morfologica e
imunolégica com os humanos, entretanto existem problemas de reprodugao,
manuteng¢do, custo e principalmente problemas éticos em relagdo ao uso de
mamiferos para testes laboratoriais (GLAVIS-BLOOM et al., 2012; HARWOOD e
RAO, 2014). Assim, a utilizagdo de animais invertebrados para ensaios in vivo tem
sido avaliada como uma alternativa aos modelos mamiferos.

Os modelos invertebrados apresentam diversas vantagens, como exigéncias
éticas, manutengao e custos menores, rapido ciclo de vida quando comparado com
modelos mamiferos, e uma grande quantidade de animais podem ser usados por
experimento. Adicionalmente, estes animais apresentam um alto grau de
conservagao evolutiva do sistema imune inato com mamiferos (ARVANITIS et al.,
2013; HARWOOD e RAO, 2014).

Alguns modelos propostos para o estudo de interagéo fungo-hospedeiro in vivo
como Acanthamoeba castellani, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans e
Galleria mellonella, podem ser utilizados em estudos de viruléncia, resposta imune
inata, atividade e toxicidade de compostos, entre outros (FUCHS e MYLONAKIS,
2006; MYLONAKIS et al., 2007; DESALERMOS et al., 2012; GLAVIS-BLOOM et al.,
2012; ARVANITIS et al., 2013).

Além das vantagens citadas acima, Galleria mellonella (Lepdoptera, Pyralidae)
possui uma importante vantagem no estudo da interacdo fungo-hospedeiro, a
variacdo da temperatura em que os experimentos podem ser conduzidos, de 25 a
37°C, que permite a simulagdo da temperatura do fungo no habitat, a temperatura
ambiente, bem como na situagdo de infecgdo. Este fator é especialmente
interessante para o estudo de fungos termodimoérficos (FUCHS, O'BRIEN, et al.,
2010; FALLON et al., 2012).

Galleria mellonella possui uma resposta imune inata complexa, celular e

humoral. A resposta celular € mediada principalmente por células presente na
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hemolinfa denominadas hemocitos, que podem ser divididos em cinco tipos
celulares: prohemocitos, plasmatocitos, granuldcitos, esferulécitos e oenocitéides
(LAVINE e STRAND, 2002; WOJDA, 2017).

Os granuldcitos e plasmatocitos encontram-se em maior abundancia e séo
responsaveis pela fagocitose, nodulagéo (capacidade de agregacgéo das células para
captura do microrganismo) e encapsulacéo (formagdo de camadas ao redor do
microrganismo). Os esferul6citos sdo responsaveis pelo transporte de componentes
da cuticula e os oenocitdides sao carreadores de precursores da fenoloxidase e
também estédo envolvidos na fagocitose (FUCHS, O'BRIEN, et al., 2010; WU et al.,
2016; WOJDA, 2017).

A resposta humoral esta relacionada a sintese de moléculas de defesa como
as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, opsoninas e peptideos
antimicrobianos (AMPs) e melanina. As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
promovem o estresse oxidativo que causa danos na membrana e/ou parede do
microrganismo levando a eliminagao. As opsoninas sao proteinas que reconhecem e
se ligam a padrbes moleculares associados a patéogenos (PAMPs) e ativam a
resposta imune (FALLON et al., 2012; TSAIl et al., 2016; WOJDA, 2017).

Os AMPs sao sintetizados em diferentes tecidos, porém durante a infecgcéo séo
secretados na hemolinfa e possuem atividade antibacteriana e/ou antifungica e
producédo de melanina que através da ativagédo da cascata de fenoloxidase e resulta
na encapsulagdo do patdégeno, coagulagdo da hemolinfa e opsonizacao,
assemelhando-se ao processo de formagdo de abcessos em mamiferos
(AGNIESZKA et al., 2014; TSAl et al., 2016; WOJDA, 2017).

Cerca de 18 AMPs ja foram descritos para G. mellonella, e a expressao destes
peptideos depende do tipo de infecgao, fungica ou bacteriana (Wojda et al., 2009;
Mak et al., 2010; Bolouri Moghaddam et al., 2016). Entre os peptideos com agéo
antifungica, estdo a galiomicina, uma defensina (S. et al., 2004) e galeriomicina, uma
defensina-like rica em cisteina (BERIT et al., 2003).

Galleria mellonella mostrou-se eficiente para o estudo de diversos fungos
patogénicos, como Candida, albicans, Cryptococcus neoformans, Fusarium spp,
Aspergillus spp. e os fungos dimoérficos Histoplasma capsulatum e Paracoccidioides
spp., mostrando-se como um bom modelo a ser utilizado para estudos de infeccao,
viruléncia, mecanismos de resposta imune inata, toxicidade e eficacia de compostos

com potencial antifingico, apresentando correlagdo com estudos realizados em
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modelos mamiferos (FUCHS, EBY, et al., 2010; FUCHS, O'BRIEN, et al., 2010;
COLEMAN et al., 2011; FALLON et al., 2011; GARCIA-RODAS et al., 2011;
THOMAZ et al., 2013; SCORZONI, DE PAULA E SILVA, SINGULANI, LEITE, DE
OLIVEIRA, MORAES DA SILVA, et al., 2015; SOUZA et al., 2015; BENADUCCI et
al., 2016; DE LACORTE SINGULANI et al., 2016; FUCHS et al., 2016; SHEEHAN e
KAVANAGH, 2018).

Assim, este modelo foi escolhido para a realizagdo do estudo in vivo da
resposta imunolégica do hospedeiro mediada pela Pb14-3-3 e para a avaliacdo do

seu potencial terapéutico.
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5. Conclusoes

X/
°e

A proteina Pb14-3-3 foi produzida e purificada a partir de duas estratégias, onde
foi observado que a utilizagdo do vetor pet28a proporcionou um maior

rendimento na producao da proteina purificada.

Os ensaios de caracterizagao biofisica demonstram que a proteina foi obtida na
sua conformacao nativa, apresentando estrutura secundaria e terciaria.
Adicionalmente, a proteina apresenta uma estabilidade térmica até
aproximadamente 50°C, temperatura superior as utilizadas nos experimentos

posteriores.

A resolugao da estrutura tridimensional demonstrou que a proteina € composta
por nove estruturas a-hélices em arranjos antiparalelos, formando um canal de

ligacéo, porém néo foi possivel resolver o dominio C-terminal.

Os ensaios de interagdo proteina-proteina demonstraram que um grande
numero de proteinas, tanto de P. brasiliensis quanto ATCC MRC-5, interagem in
vitro com a Pb14-3-3. Entre as proteinas de P. brasiliensis, as proteinas hsp7 e
hsp72 de P. brasiliensis foram identificadas como ligantes de Pb14-3-3, e
estudos devem ser conduzidos para desvendar a relacdo dessa interacdo na

patogenicidade de P. brasiliensis.

A proteina a-tubulina de MRC-5 foi identificada como ligante de 14-3-3,
reforcando o papel desta proteina no rearranjo do citoesqueleto de células
hospedeiras.

O tratamento com a proteina Pb14-3-3 ndo apresentou toxicidade em G.
mellonella, promoveu o aumento da sobrevivéncia das larvas infectadas com P.
brasiliensis, bem como a modulagédo do sistema imune da larva, apresentando-

se como uma potencial molécula terapéutica.

Os dados obtidos neste trabalho reforcam a importdncia da Pb14-3-3 na
interacao Paracoccidioides-hospedeiro bem como seu potencial como alvo
terapéutico na busca de inibidores da proteina ou como sua utilizagédo
terapéutica.
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