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Resumo

Paracoccidiodomicose (PCM) é uma micose sistémica endémica na América Latina,
de alta prevaléncia no Brasil, que tem como agente etiolégico os fungos dimorficos
do género Paracoccidioides, P. brasiliensis e P. lutzii. No processo de infeccéo as
adesinas, substancias sintetizadas por estes fungos que se ligam a matriz
extracelular, sdo importantes fatores de viruléncia para o estabelecimento da
infeccdo. A proteina de 30kDa, pertencente a familia de proteinas 14-3-3, se destaca
no processo adesivo deste fungo. As proteinas 14-3-3 sdo uma familia de proteinas
presentes em todas as células eucariotas e possuem multiplas fun¢bes. Em P.
brasiliensis, a proteina 14-3-3Pb, liga-se a laminina, principal componente da matriz
extracelular das células hospedeiras, e durante a infeccdo sua expressdo €
aumentada. Com o intuito de compreender melhor a funcéo desta proteina o objetivo
deste estudo foi realizar a analise funcional da 14-3-3Pb através da obtencdo de um
homologo funcional em S. cerevisiae e andalise do anticorpo monoclonal anti-14-3-
3Pb. S. cerevisiae foi escolhida como modelo de estudo por ser uma levedura
amplamente utilizada na pesquisa genética, ao contrario de P. brasiliensis, e por
possuir duas isoformas de 14-3-3, Bmhlp e Bmh2p, com alta identidade com 14-3-
3Pb Para obtencdo do homologo funcional, foi realizada a transformacéo do vetor
pYES-14-3-3Pb em S. cerevisiae. A partir da obtencdo dos transformantes a
avaliacdo da complementacao foi realizada e foi observado uma complementagé&o
parcial das proteinas Bmhlp e Bmh2p por 14-3-3Pb. Ainda foram realizados teste de
sensibilidade aos antifungicos e a derivados semissintéticos do acido galico, onde foi
possivel observar um aumento da sensibilidade das linhagens com nocaute para os
genes BMH1 e BMH2, S. cerevisiae Abmh1 e Abmh2, quando comparado a
linhagem selvagem. A andlise do anticorpo monoclonal foi realizada através de
ensaio de adesdo onde foi possivel observar uma diminuicdo da adesédo de P.
brasiliensis as células A549 mediante ao tratamento com anticorpo monoclonal,
porém a associagcdo com derivados do acido gélico ndo acarretou aumento da
inibicdo. Esses resultados sugerem uma alta similaridade nas func¢des exercidas por
14-3-3Pb e as proteinas Bmhlp e Bmh2p, seu possivel envolvimento em vias de
sintese de ergosterol e a importancia da 14-3-3Pb na adesdo aos hospedeiros,

permitindo um maior conhecimento de suas funcbées em P. brasiliensis.



Abstract

Paracoccidioidomycosis (PCM) a systemic mycosis endemic in Latin America, with
high prevalence in Brazil, has as etiological agent dimorphic fungi Paracoccidioides
spp., P. brasiliensis e P. lutzii. During the infection process the adhesins, substances
synthetized by fungi that interacts with host's extracellular matrix (ECM), are
important virulence factors for the establishment of infection. A 30kDa protein that
belongs to 14-3-3 proteins family stands out in the adhesion process of this fungus.
The 14-3-3 proteins are present in all eukaryotic cells and play multiple functions. In
P. brasiliensis, the 14-3-3Pb protein binds to lamin, the major component of ECM
from host cells, and during the infection the expression is increased. In order to have
a better understanding of 14-3-3Pb functions the aim of this study is to perform a
functional analysis of this protein through achieving a functional homologous in S.
cerevisiae and to analyze the monoclonal antibody anti-14-3-3Pb during infection. S.
cerevisiae was chosen as model because it's widely use in genetic research, unlike
P. brasiliensis, and has two isoforms of 14-3-3 proteins, Bmhlp and Bmh2p, with
high identity with 14-3-3Pb. The functional homologous were obtained by yeast
transformation of pYES-14-3-3Pb vector. Complementation assay was performed
with obtained transformants, and it was observed that 14-3-3Pb partially
complements Bmhlp and Bmh2p, with higher complementation of Bmh2p. Also
susceptibility assays were performed with antifungal drugs and semi-synthetic
compounds derived from gallic acid where it was observed that S. cerevisiae wild
type was less sensitive to antifungals than the knockout strains, S. cerevisiae Abmh1
and Abmh2. Monoclonal antibody antil4-3-3Pb was evaluated alone and in
association with substances with antifungal activities through inhibition adhesion
assay, where it was observed that the anti-14-3-3Pb alone is able to inhibit P.
brasiliensis adhesion to pulmonary epithelial cell, A549, but the association didn’t
promote an increase of inhibition. This results suggests that 14-3-3Pb may play
important role in the metabolism of ergosterol, once this antifungal targets are
proteins involved in ergosterol metabolism and the important role of 14-3-3Pb in cell
adhesion contributing for a better understanding of its function in P. brasiliensis.
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1. Introducéao

Paracoccidioidomicose

Estima-se que cerca de 100 espécies de fungos sdo patdogenos humanos
causando alergias, doencas superficiais e invasivas. A partir da década de 80, os
fungos sdo os maiores causadores de doencas em humanos, apresentando alta
morbidade e mortalidade, devido ao aumento de individuos imunocomprometidos,
ao uso de antibidticos e quimioterapicos (Horn et al., 2012; Falcone et al., 2014).

As micoses invasivas sdo as formas mais graves das infeccdes fungicas, sendo
a paracoccidioidomicose (PCM) uma das mais importantes em nosso meio devido
sua frequéncia e gravidade de algumas manifestacdes clinicas (Franco et al., 1994).
A PCM é uma doenca geograficamente restrita a América Latina, com maior
prevaléncia no Brasil, seguido por Venezuela, Colémbia, Equador e Argentina
(Brummer, Castaneda e Restrepo, 1993; Mendes-Giannini et al., 2004; Ameen,
Talhari e Talhari, 2010). Estima-se que cerca de 10 milhdes de pessoas em areas
endémicas ja entraram em contato com o fungo (San-Blas, Nifio-Vega e lturriaga,
2002). Entre as doencas infecciosas e parasitarias, a PCM apresenta-se como a
oitava causa de morte, possuindo a maior taxa de mortalidade entre as micoses
sistémicas no Brasil, apresentando mortalidade de até 59,9% em areas endémicas,
sendo as regides Sudeste e Sul, especificamente Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana
e Rio Grande do Sul, as que apresentaram o maior nimero de casos. (Coutinho et
al., 2002; Santo, 2008; Prado et al., 2009).

As manifestacdes clinicas sao variadas, sendo que o acometimento pulmonar e
lesdes na mucosa oral sédo as mais comuns, apresentando-se em 63,8% e 50% dos
casos, respectivamente, linfadenopatia generalizada e lesfes cutaneas, que sao
mais comuns em pacientes mais jovens. Além dessas, o comprometimento do baco,
estdbmago, laringe, sistema nervoso central, ossos e adrenais pode ocorrer, porém
com menor frequéncia (Bellissimo-Rodrigues et al., 2013).

A aquisicdo da doenca ocorre através da inalacdo de conidios da forma
miceliar do fungo. Nos alvéolos pulmonares, sob o estimulo da temperatura, o fungo
sofre transi¢ao para a forma leveduriforme (Mcewen et al., 1987). O estabelecimento
e desenvolvimento da doenca dependem de varios fatores, uma vez que a interacéo
fungo-hospedeiro é um evento complexo e dindmico. Os fungos, causadores de

micoses sistémicas, possuem inumeros fatores que podem causar danos ao
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hospedeiro e que auxiliam no estabelecimento, na colonizagdo, na disseminagéo e
na capacidade de resistir ao ambiente hostil criado pela resposta imune do
hospedeiro na tentativa de combater a infeccdo (Mendes-Giannini et al., 2000; Filler
e Sheppard, 2006; Rappleye e Goldman, 2006). Assim, a doenca pode-se
apresentar na forma aguda, cronica e residual.

A forma aguda, também chamada de juvenil por acometer principalmente
individuos jovens de ambos os sexos, é a forma mais comumente desenvolvida por
pacientes imunocomprometidos. Considerada a forma mais grave, por possuir uma
rapida evolucado, ocasionando febre, perda de peso e anemia, as lesGes cutédneas
sao frequentes, bem como o acometimento do sistema imune, linfonodos, baco,
medula éssea, apresentando uma alta taxa de mortalidade.

A forma crdnica acomete principalmente adultos do sexo masculino, é a forma
mais comum da doenca, de evolucdo mais lenta, podendo n&o apresentar
manifestacbes clinicas por anos ou décadas, tem como principal caracteristica o
acometimento do trato respiratorio inferior, podendo se disseminar para outros
orgaos e tecidos (Restrepo et al., 2008; Bocca et al., 2013). A maior prevaléncia no
sexo masculino esta relacionada a presenca de um receptor de esterol que se liga
ao estradiol, hormonio feminino, desencadeando resposta imune e possivelmente
impedindo a transicdo da forma miceliar para leveduriforme, essencial para o
estabelecimento da doenca. (Loose et al.,, 1983; Shankar et al., 2011). Loth e
colaboradores (2011), descreveram 102 novos casos de PCM em 18 meses em Foz
do lguagu - Parana, sendo que 91,1% dos casos apresentavam-se na forma cronica
e 8,8% na forma aguda.

A forma residual esta relacionada com sequelas de lesGes antigas provocadas
pela doenga manifestando-se como uma insuficiéncia pulmonar crénica devido a
fibrose, sequela mais grave (Franco et al.,, 1994; De Abreu E Silva et al.,, 2012;
Marques, 2013).

O diagnostico padréo é a visualizacdo de células caracteristicas, com multiplos
brotamentos, no exame direto em fluidos bioldgicos ou histopatolégicos ou através
do isolamento dos fungos de espécimes clinicas. Exames imunoldgicos também séo
utilizados para o diagnéstico e acompanhamento do paciente, sendo as técnicas de
imunodifusdo e contraimunoeletrofores as mais utlizadas devido ao custo-
especificidade. O imunoensaio enzimético (ELISA) também pode ser aplicado no

diagnéstico, porém possui um custo maior e reacdes cruzadas em pacientes com
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histoplasmose ou com a doenca de Jorge Lobo, ja foram relatadas. O Imunoblotting
normalmente utilizado como exame comprobatdrio e acompanhamento da terapia,
utilizando as glicoproteinas de 43kDa e 70kDa, gp43 e gp70 (Fraser et al., 1999; De
Camargo e De Franco, 2000; San-Blas, Nifio-Vega e lturriaga, 2002; Ameen, Talhari
e Talhari, 2010).

A terapéutica varia de acordo com a severidade da doenca, do sistema imune
do paciente e da disponibilidade do medicamento. Os farmacos de escolha séo:
itraconazol para as formas mais leves e moderadas e anfotericina B, para as formas
mais graves da doenca, porém a associacao sulfametoxazol-trimetropim, apesar de
possuir menor eficacia e exigir um periodo de tratamento mais prolongado, é
amplamente utilizada, devido sua disponibilidade no sistema de saude publico e
custo. A alta toxicidade associada a anfotericina B; os longos periodos de tratamento
com itraconazol, que acabam resultando no abandono do tratamento pelo paciente;
0 aumento de pacientes imunodeprimidos ou com co-infecgdo, que apresentam
maiores problemas em relacdo a terapia devido a interacdes medicamentosas e/ou
efeitos adversos despertam a necessidade de novas alternativas terapéuticas, como
prospeccao de substancias naturais com potencial antifingico (Ghannoum e Rice,
1999; Krcmery, 2005; Shikanai-Yasuda et al., 2006; Di Santo, 2010; Marques, 2013).

Complexo Paracoccidioides spp.

A primeira descricdo de Paracoccidioides spp. foi realizada por Adolpho Lutz,
em 1908 e em 1911 recebeu a denominacdo Zymonema brasiliensis apds estudos
morfologicos de Alfonso Splendore. Em 1930, ap0s estudos comparativos entre a
doenca no Brasil e um granuloma coccidiéco presente nos Estados Unidos,
provocado por Coccidioides immitis, o género Paracoccidioides foi criado mantendo-
se a espécie brasiliensis proposta por Splendore, pertencente ao reino Fungi; divisdo
Eumycota; ordem Onygenales e familia Ajjelomycetaceae (Da Silva Lacaz, 2002).

Em estudos filogenéticos realizados com 65 isolados de P. brasiliensis,
provenientes de seis areas endémicas, Matute e colaboradores (2006) identificaram
trés espécies filogenéticas em P. brasiliensis, denominadas S1, PS2 e PS3, sendo
S1 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 Coldmbia.
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Carrero e colaboradores (2008) através de estudos de regides codificadora e
nao codificadoras de varios genes e da regido ITS utilizando 21 isolados, sendo sete
novos isolados obtiveram resultados semelhantes aos de Matute e colaboradores
(2006), sendo agrupados nas espécies filogenéticas S1 e PS3, porém o isolado
Pb0Ol1 apresentou distanciamento das trés espécies filogenéticas, e uma nova
espécie filogenética foi proposta, denominada Pb-01-like. Posteriormente, Teixeira e
colaboradores (2009), em estudos comparativos entre a espécie filogenética Pb-01-
like e as outras trés espécies filogenéticas (S1,PS2 e PS3), identificaram que entre
0os 88 isolados estudado, 17 pertenciam a espécie filogenética Pb-01-like e
sugeriram um possivel isolamento reprodutivo desta espécie filogenética propondo a
separacdo desta como uma nova espécie, denominada Paracoccidioides lutzii.

Paracoccidioides spp é um complexo formado por fungos dimoérficos, que
sofrem a transicdo de micélio para levedura devido a alteracdo de temperatura
(Mcewen et al., 1987), a temperatura ambiente, 25°C a 27°C crescem como micélios
produzindo conidios, considerada a fase infectante do fungo, macroscopicamente,
apresenta-se na forma de colbnias brancas, cotonosas. A 37°C em meios
enriquecidos ou no hospedeiro, o fungo se encontra na forma leveduriforme, fase
parasitaria, apresentando-se como ceélulas arredondadas de parede dupla e
multiplos brotamentos, que formam colbnias de aparéncia cerebriforme e levemente
amareladas (Franco et al., 1994).

O fungo tem como habitat natural solos ricos, agua e plantas, porém séo
frequentemente isolados de tatus, Dasypus novemcinctus e Cabassous centralis, de
areas endémicas devido ao grande contato que possuem com o solo, e acredita-se
gue eles auxiliam na disseminacao de esporos (Bagagli et al., 2003).

Os fungos do complexo Paracoccidioides tem a capacidade de aderir,
extravasar e invadir as barreiras impostas pelo hospedeiro. Dependendo do isolado
fungico e da resposta do hospedeiro, o fungo pode apresentar diferentes fenotipos
de crescimento sintetizando inimeras substancias ou moléculas que participam de
forma direta ou indireta na relacdo fungo-hospedeiro (Lenzi et al., 2000; Mendes-
Giannini et al.,, 2000; Mendes-Giannini et al., 2004). Um importante fator para a
relacdo fungo-hospedeiro e o estabelecimento da infeccdo € a habilidade de
Paracoccidioides spp. em aderir aos componentes da matriz extracelular da célula
hospedeira que ocorre através da secre¢do de substancias denominadas adesinas
(Mendes-Giannini et al., 2006). Diversas adesinas ja foram descritas para os fungos
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do complexo Paracoccidioides spp. entre elas a gliproteina de 43kDa (gp43),
gliceraldeido-3-fostato desidrogenase (GAPDH), triosefosfato isomerase (TPI),
malato sintase (MLS), enolase (ENO) e uma proteina de 30kDa, posteriormente
classificada como uma proteina 14-3-3.

A glicoproteina de 43 kDa de P. brasiliensis € a molécula mais estudada deste
fungo, sendo descrita como um fator de viruléncia de P. brasiliensis e esta
relacionada com a adesdo a células epiteliais, através da interacdo com
componentes da matriz extracelular (Hanna, Monteiro Da Silva e Giannini, 2000).
Em estudo de Torres et al.(2013) foi observado que a diminui¢cdo de gp43 na parede
celular prejudica a interacdo com as células dos hospedeiros e na fagocitose das
leveduras, além de sugerir que a gp43 pode possuir um efeito imunomodulador que
auxiliaria a evasao de P. brasiliensis do sistema imune do hospedeiro, contribuindo
para o estabelecimento da infecgao.

A enzima (glicolitica gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) é
encontrada em grande quantidade na parede celular de P. brasiliensis, na porcéo
mais externa da parede. Provavelmente esta envolvida nos estagios iniciais da
infec¢éo, podendo se ligar aos componentes da matriz extracelular de células dos
hospedeiros como laminina, fibronectina e colageno tipo I. Também ja foi observada
diminuicdo na adesédo e infeccdo do fungo a pneumdcitos apds tratamento com
GAPDH e ap0s incubacao de P. brasiliensis com anticorpo policlonal anti-GAPDH
(Barbosa et al., 2006).

Em estudos de Pereira e colaboradores (2007), observou-se que a producéo
da proteina triose fosfato isomerase (TPI) aumenta conforme P. brasiliensis sofre a
transicdo de micélio para levedura, sugerindo um papel importante durante a
infecc@o. Além disso, demonstrou que esta proteina liga-se a laminina e fibronectina.

A proteina malato sintase (MLS), previamente descrita como uma adesina de
Mycobacterium tuberculosis, também pode estar envolvida na adesdo de P.
brasiliensis uma vez que ao tratar ceélulas epiteliais A549 com a proteina
recombinante a taxa de adesado de P. brasiliensis a estas células é reduzida, assim
como apos o tratamento de P. brasiliensis com anticorpos policlonais anti-MLS. Além
disso, ja foi demonstrado que MLS é um ligante de fibronectina e colagenos tipos | e
IV (Da Silva Neto et al., 2009).

Nosso grupo através de Donofrio e colaboradores (2009) identificou e
caracterizou a proteina enolase (ENO) de P. brasiliensis como ligante de fibronectina
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e relataram uma diminuicdo de 82%, na adesdo do fungo em células epitelias
cultivadas ap6s tratamento com anticorpos policlonais anti-enolase. Em estudo
posterior, foi demonstrado que durante a infeccdo, a presenca da ENO na parede
celular aumenta, confirmando que esta proteina tem um importante papel na adesao
durante a infec¢do (Marcos et al., 2012).

Em outro estudo de nosso grupo Andreotti e colaboradores (2005)
descreveram uma proteina de 30kDa que foi diferencialmente expressa apds a
recuperacdo do isolado em animal. Esta proteina apresentou-se como ligante de
laminina, componente majoritario da membrana basal, que apresenta um importante
papel na adesao e na interagdo patdgeno-hospedeiro. Em células Vero pré-tratadas
com a proteina de 30kDa foi observado uma grande inibicdo de adeséo e infeccéo
de P. brasiliensis quando comparado com células previamente tratadas com gp43,
sugerindo um papel importante dessa proteina na viruléncia do fungo. Em estudo
posterior a proteina de 30kDa foi identificada como pertencente a familia de
proteinas 14-3-3 (Da Silva et al., 2013).

Proteinas 14-3-3

As proteinas 14-3-3 foram primeiramente descritas como proteinas especificas
do cérebro, relacionadas a sintese de neutrotransmissores, porém podem ser
encontradas em todos os tecidos e organismos eucariotos ja estudados. Estas
proteinas 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 isorformas e em leveduras, como Saccharomyces cerevisiae possui 2
isoformas (Obsil e Obsilova, 2011).

J& foram descritas mais de 500 proteinas que interagem com as proteinas 14-
3-3, e estas possuem multiplas funcdes em diversos processos celulares, entre eles,
apoptose, transducdo de sinal, regulacdo do ciclo celular e transcricdo (Fu,
Subramanian e Masters, 2000; Ottmann, 2013). Em humanos, as proteinas 14-3-3
sdo amplamente estudadas, podendo ser relacionadas com o cancer e doencas
neuodegenerativas, como Creutzfeldt-Jakob, doenca de Alzheimer e Parkinson,
sendo estudas como potenciais marcadores ou alvos terapéuticos (Steinacker,
Aitken e Otto, 2011; Zhao et al., 2011).
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A primeira descricdo de proteinas 14-3-3 em fungos foi realizada por Van
Heusden e colaboradores(1992), em estudos realizados com o gene BMH1 de S.
cerevisiae onde foi observado que a proteina Bmhlp possui uma identidade maior
gque 50% com a proteina 14-3-3 de cérebro bovino. Posteriormente, estes
pesquisadores (Van Heusden et al., 1995), relataram e caracterizaram um segundo
gene que expressa proteina 14-3-3 em S. cerevisiae, 0 gene BMH2. Em
Schizosaccharomyces pombe, dois genes codificadores de proteinas 14-3-3, foram
descritos, RAD24 e RAD25, e foram relacionados a resposta ao dano ao DNA (Van
Heusden e Steensma, 2006). Apesar de possuirem diferentes papéis em diferentes
organismos, pouco se conhece sobre sua funcéo em fungos patogénicos.

Em estudo realizado por Bruckmann e colaboradores (2004), foi investigado o
papel da proteina 14-3-3 em S. cerevisiae, na regulacdo da transcricdo onde foi
demonstrado que esta proteina estimula a transcricdo de genes envolvidos no
metabolismo de ergosterol (HES1, HMG1, ERG11, ERG1, ERG25 e ERG28) e
regulam genes envolvidos na sintese de quitina em S. cerevisiae.

Em Aspergillus nidulans foi identificada a expressdo de proteina 14-3-3 pelo
gene ART1, que possui alta homologia com a proteina 14-3-3 de P. brasiliensis. Em
A. nidulans esta proteina tem um importante papel na morfogénese da hifa uma vez
que sua superexpressao provoca defeitos no estabelecimento do tubo germinativo e
o desenvolvimento assexuado(Kraus, Hofmann e Harris, 2002).

Candida albicans também possui um gene que codifica a proteina 14-3-3,
BMH1, que é essencial ao fungo e esta envolvido no estagio inicial da germinagéo e
na extensao da hifa, podendo regular vias de crescimento deste fungo (Kelly et al.,
2009).

Em Cryptococcus neoformans, a proteina 14-3-3 foi utilizada como marcador,
para o estudo de vesiculas durante a infec¢do cerebral, uma vez que esta proteina
estd presente em grande quantidade nas microvesiculas, porém ainda ndo ha
relatos na literatura sobre sua funcéo neste fungo (Huang et al., 2012).

Em Paracoccidioides brasiliensis a proteina de 30 kDa, descrita como uma
adesina ligante de laminina, foi identificada como uma proteina 14-3-3 atraves de
sequenciamento de aminoacidos e apresenta uma alta homologia com as proteinas
Bmhlp e Bmh2p de S. cerevisiae, de 76% e 80%, respectivamente. Em ensaios de
infeccdo de Paracoccidioides brasiliensis em cultura de células e camundongos foi

observado acumulo da proteina 14-3-3 de P. brasiliensis, 14-3-3Pb, na parede



21

celular durante a infeccéo, tanto nos ensaios in vitro quanto in vivo (Da Silva et al.,
2013). Ainda, a proteina 14-3-3Pb foi encontrada em vesiculas secretadas pelo
fungo, sugerindo uma importante participacdo desta proteina durante a interacao
fungo-hospedeiro (Vallejo et al., 2012).

A proteina 14-3-3 de P. brasiliensis por esse interessante papel na interacdo
fungo-hospedeiro se torna uma molécula de grande interesse como alvo para drogas
anti-Paracoccidiodes, ja que a inibicdo desta proteina pode levar a uma inibicdo do
processo de adesdo, processo crucial para o estabelecimento da infeccdo e

consequentemente a disseminacao do fungo pelo organismo do hospedeiro.

Saccharomyces cerevisiae em estudos de analise funcional

S. cerevisiae, ao contrario de P. brasiliensis, ¢ um microrganismo
extensamente utilizado na pesquisa genética por ser de facil manipulacao, de rapido
crescimento e por permitir a integracdo de sequéncias de DNA exdgeno em seu
genoma através de recombinacdo homologa (Barr, 2003). Além disso, por ter seu
genoma inteiramente sequenciado (Goffeau et al.,, 1996) é possivel realizar a
comparacdo de suas sequéncias génicas com outros microrganismos, permitindo
sua utilizagdo em estudos de analise funcional. Assim a insercdo de genes em S.
cerevisiae permite o estudo de similaridade funcional de sistemas de biossintese de
proteinas ancoradas na parede da superficie celular envolvidas na morfogénese ou
de potenciais GPIs que podem caracterizar moléculas envolvidas na adeséo

Este tipo de estratégia ja foi utilizado em diferentes fungos patogénicos. A
proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de Candida magnoliae também foi
caracterizada utilizando como modelo a levedura S. cerevisiae (Lee et al., 2005).
Analises funcionais de 45 &ncoras de GPI de Candida albicans foram realizadas,
transformando plasmidios contendo as ORFs das sequéncias de GPlIs
mutagenizadas por transposon em mutantes homoélogos de S. cerevisiae (Plaine et
al., 2008).

Liu e colaboradores (2013) realizaram a caracterizagdo da proteina Hxsl de
Cryptococcus neoformans através da expressdo heterdloga em mutante de S.
cerevisiae hxsl, e demonstraram que esta proteina atua no transporte de glicose e
na producdo de melanina, sugerindo sua importancia na viruléncia, bem como

interac&o fungo-hospedeiro.
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O papel da proteina transportadora ABC (ATP-binding cassete) de Aspergillus
fumigatus, também foi estudado através desta estratégia, utilizando o mutante pdr1A
de S. cerevisiae e 0s resultados sugeriram o envolvimento desta proteina no
transporte de farmacos e na regulacdo da internalizacéo de proteinas (Paul e Moye-
Rowley, 2013).

Castro e colaboradores (2009) utilizaram esta estratégia para caracterizagéo e
analise funcional B-1,3-glicanosiltransferase 3 (PbGel3p)de P. brasiliensis, utilizando
0 mutante de S. cerevisiae gaslA que possui um fendtipo diferenciado, como
reducdo no crescimento, morfologia, na permeabilidade da parede celular. Neste
estudo foi possivel observar que o transformante, PbGEL3 suprimiu as alteracdes
morfologicas e as respostas induzidas pela auséncia de Gaslp, sendo possivel
implicar seu papel na biossintese e morfogénese da parede celular de P.
brasiliensis, principalmente na fase miceliar. Posteriormente, De Sousa Lima e
colaboradores (2012), realizaram a caracterizacdo da familia [(-1,3-
glicanosiltransferase (Gel) de Paracoccidioides spp., utilizando os isolados PIO1 e
Pb18 de P. lutzii e P. brasiliensis, respectivamente, mostrando a participacdo da
proteina Gel2p na manutencao da integridade parede celular, ao contrario de Gellp,
gue nao suprimiu as alteracdes morfologicas ocasionadas pela deficiéncia de Gaslp
em S. cerevisiae, porém restabeleceu o silenciamento telomérico presente no
mutante gas1A, sugerindo seu envolvimento no silenciamento transcricional em
Paracoccidioides spp..

Esta abordagem também foi utilizada para a caracterizagcdo da quitina sintase 3
de P. brasiliensis, utilizando como modelo o mutante nulo de S. cerevisiae para
CHS3. Neste estudo, demonstrou-se que o transformante obtido apresentava uma
atividade de Chs3p dobrada em relacdo ao controle contendo apenas o vetor.
Através de ensaios de imunofluorescéncia observou-se a presenca de uma camada
mais espessa de quitina, quando comparado ao mutante que possuia apenas 0
vetor e ao controle positivo (Barreto et al., 2010).

A manipulacdo genética dos fungos do complexo Paracoccidioides spp. é de
dificil execucdo, sendo os mutantes pouco estaveis dificultando o estudo funcional
das diferentes proteinas identificadas e com papel implicado na viruléncia do fungo
durante a interagdo com o hospedeiro.

Portanto este trabalho visa elucidar as funcdes da proteina 14-3-3 de P.

brasiliensis, através da obtencdo do homdlogo funcional utilizando como modelo a
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levedura Saccharomyces cerevisiae e estudar a proteina como alvo terapéutico,
utilizando a proteina recombinante 14-3-3 de P. brasiliensis, moléculas antifungicas
sintéticas derivadas de substancias naturais selecionadas do Projeto Biota FAPESP

e farmacos antifingicos testes in vitro.

2. Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

Analisar a fun¢éo da proteina 14-3-3 de P. brasiliensis através de clonagem por
complementacdo homologa em S. cerevisiae para verificacdo do seu papel em P.
brasiliensis, bem como localiza-la em S. cerevisiae contendo o gene homoélogo e em
sistema de infeccdo. Adicionalmente realizar a prospeccdo de novas substancias
com atividade anti-14-3-3Pb.

2.2 Objetivos Especificos

. Construcao dos plasmideos para insercdo do gene 14-3-3 e BMH1 para

transformacao e obtencdo de homélogo funcional em S. cerevisiae;

. Avaliar a complementacao de 14-3-3Pb em S. cerevisiae

. Avaliacdo da capacidade de adesdo de S. cerevisiae contendo o homologo
funcional

. Verificagdo da sensibilidade as drogas itraconazol, voriconazol, anfotericina B

de S. cerevisiae contendo o homologo funcional,

. Avaliacao de protétipos antifungicos com potencial atividade antiadesiva
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3. Materiais e Métodos

3.1 Microrganismos e condicdes de cultivo

Neste estudo foi utilizado o isolado 18 de P. brasiliensis (Pb18), na fase
leveduriforme, proveniente de um caso de paracoccidioidomicose, procedente da
micoteca da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FM-USP). O
isolado foi mantido em meio Fava Netto (1% peptona, 0,5% extrato de levedura,
0,3% proteose peptona, 0,5% extrato de carne, 0,5% NacCl, 4% glicose, 1,4% agar) a
37°C e repicado a cada 3-4 dias.

As linhagens de S. cerevisiae wild type (wt) e com nocaute para 0S genes
BMH1 e BMH2 (bmhl::KanMX4 e bmh2::KanMX4) — Abmh1 e Abmh2 — foram
cedido pelo Laboratério de Biologia Molecular da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara-Unesp. As linhagens foram mantidas em meio YEPD
(1% extrato de levedura, 2% peptona, 2% glicose, 2% &gar) a 25°C. Apés a
transformacéo, as leveduras foram mantidas em meio sintético seletivo- SD-URA
(0,67% YNB sem aminoéacido — yeast nitrogen base, 2% de glicose, suplementado
com aminoacidos, 2% de agar)

As linhagens de bactéria E. coli DH5a e DH10B foram mantidas em meio Luria-
Bertani — LB (1% extrato de levedura, 1,6% peptona, 0,5% NaCl, 0,2% glicose e 2%
agar). Apoés a transformacgéo as bactérias sdo selecionadas e mantidas em meio LB

contendo ampicilina, na concentragcao necessaria.

3.2 Cultura de células

Foi utilizada a linhagem continua A549, de células epiteliais respiratorias,
pneumdcitos tipo |, obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro. As células foram
cultivadas em meio HAM-F12, suplementados com 10% de soro fetal bovino e

mantidas a temperatura de 36,5°C.

3.3 Extracdo do RNA de P. brasiliensis

A extracdo do RNA foi realizada de acordo com o método do Trizol, de acordo
com as instrucdes do fabricante, através da maceracdo das células fungicas com
nitrogénio liquido. A amostra foi submetida a agitacdo vigorosa em 3,5 mL de Trizol
e pérolas de vidro e posteriormente centrifugada a 1620xg por 10 minutos. A fase
aguosa foi separada, e a esta, foi adicionada 0,2 mL de cloroféormio para cada 0,75

mL de Trizol recuperado. Apés repouso por 10 minutos, a amostra foi centrifugada e
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a fase aquosa transferida para um novo tubo. A cada 0,75 mL de trizol recuperado
inicialmente foi adicionado 0,25 mL de isopropanol e 0,25 mL de solucao de citrato
de sédio 0,4M e cloreto de sbédio 0,8M. A amostra foi agitada gentilmente e deixada
em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, submetida a
centrifugagdo a 1620xg por 30 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado com etanol 75% e submetido & nova centrifugagdo a 1620xg por
30 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco a temperatura
ambiente e posteriormente ressuspendido em 30uL de &gua DEPC
(dietilpirocarbonato) 0,01% e armazenado a -70°C. A integridade do material foi
avaliado através de eletroforese em gel de agarose 1% e a quantificacdo e pureza

foram analisadas no espectrofotémetro GeneQuant 1300 (GE Healthcare)

3.4 Sintese do cDNA codificante da proteina 14-3-3 de P. brasiliensis

A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada através de uma reacéo
contendo 1,0ung de RNA total de P. brasiliensis, 10,0 pmol/uL da sequencia
iniciadora (5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3’). A reagao foi
aquecida a 72°C por 2 minutos. Em seguida foi acrescentado 10,0 pmol/uL do
oligodT modificado (5- AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT(30)N1IN, onde n=A,
C ou T; N1=A, G ou C), 2,0uL de uma mistura de dNTP (10mM), 2,0uL de
RNAseOUT (40U/uL), 0,4uL de DTT (100nM), 1,2uL de cloreto de magnésio
(50mM), 2,0uL da enzima transcriptase reversa (200U/uL) (RT Superscript 1) e
4,0uL de tampéo 5X (Tris-HCL 250mM pH 8,3; KCL 375mM; MgCI215mM). Esta
reacdo foi aquecida durante 1 hora e 30 minutos a 42°C. Apos este periodo, foi
adicionado 80uL de TE (Tris HCI 10 nM; EDTA 1mM pH8,0) seguido de

aquecimento por mais 7 minutos a 72°C.

3.5 Extracdo de DNA de S. cerevisiae
Uma coldnia de S. cerevisiae foi inoculada em 10 mL de meio YEPD até a
saturacao (DOeoonm >1), ap0Os 0 crescimento a cultura foi submetida a centrifugacao
a 3.000xg por 15 minutos a 4°C, o sobrenandante foi descartado e as células
ressuspendidas em 500uL de agua MilliQ estéril e transferido para microtubo estéril.
O suspensao foi submetida a nova centrifugacdo a 3.000xg por 1 minuto, o
sobrenandante descartado e as células ressuspendidas no volume residual através

de uma breve agitacdo em vortex.
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A suspensdo foi adicionado 200uL de Tamp&o de Lise (2% Triton X100,
1%SDS, NaCl 100mM, Tris-HCI ph8,0 10mM, EDTA ph 8,0 1mM, agua MilliQ g.s.p
1mL) e 200 pL de PCI (fenol/cloroférmio/isoamilico) e pérolas de vidro.

O microtubo foi submetido a agitacdo em vortex por 3-4 minutos, alternando
com incubac¢Bes em gelo por 1 minutos, a cada 1 minuto em vértex.Apds a agitacao,
foram adicionados 200 uL de TE pH 8,0, vortexado por 1 minuto e centrifugado por 5
minutos a 13.400xg.

Posteriormente, cuidadosamente, a fase aquosa foi transferida para um novo
microtubo e 200 uL de PCI foram adicionados seguido de breve agitacdo em vortex
e centrifugacdo por 5 minutos a 13.400xg, apos a centrifugacao, a fase aquosa foi
transferida para novo microtubo e 1mL de etanol gelado foi adicionado e a realizada
a homogeneizacao por inversao.

A amostra foi submetida a centrifugacdo por 2 minutos a 13.400xg e o0
sobrenadante descartado e adicionado 400 puL de TE ph8,0 para ressuspender
seguido da adicdo de 3,0 pL de RNase (10 mg/ml) e submetido a incubacédo a 37°C
por 30 minutos. Apds a incubacéo, 200 uL de PCI foram adicionados e vortexado por
15 segundos, seguido de centrifugacao por 5 minutos a 13.400xg.

A fase aquosa foi transferida para um novo microtubo e 10 pL de acetato de
amonio 4M e 1,0 mL de etanol absoluto foram adicionados, em seguida foi realizada
a mistura por inverséao e centrifugacao por 2 minutos a 13.400xg. O sobrenandante
foi descartado e 400 L de etanol 75% foram adicionados e apés homogeneizar por
inversdo, a amostra foi submetida a centrifugacdo por 2 minutos a 13.400xg. O
sobrenadante foi descartado e o tubo invertido para secar e posteriormente o0 DNA
foi ressuspendido em 50 pL de TE pH8,0.

A avaliacdo da qualidade do DNA gendmico extraido foi realizado através de
eletroforese em gel de agarose 0,8% e a quantificacdo e pureza determinadas no
espectrofotometro GeneQuant 1300 (GE Healthcare) de acordo com as instrugdes

do fabricante.

3.6 Preparo de bactérias ultracompetentes E. coli DH5a e DH10B

Para a preparacdo das bactérias ultracompetentes, uma col6nia de bactéria E.
coli ndo competente foi inoculado em 25mL de meio LB e incubada a 37°C sob
agitacdo por 12-16h. Apés incubacao, 2,0 mL da cultura obtida foi inoculada em
200mL de meio LB e incubada a 37°C sob agitacao até atingir a D.O.g00nm = 0,375.
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Ao atingir a densidade Optica desejada, a cultura foi aliguotada em tubos tipo falcon,
previamente gelados, e incubados em gelo por 10 minutos e posteriormente
centrifugados a 1600xg por 7 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e cada
pellet formado foi ressuspendido gentilmente em 10mL de solucdo de CaCl, (CaCl,
60mM, glicerol 15%, PIPES pH7,0 10mM) e submetidos a centrifugacdo a 1100xg
por 5 minutos a 4°C. Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet
foi ressuspendido em 10 mL de solucdo de CaCl, e mantidos no gelo por 30
minutos. As células foram novamente centrifugadas a 1100xg por 5 minutos a 4°C e
ressuspendidas em 2mL de solucéo de CaCl,e mantidas no gelo por 1 hora e 30
minutos. ApG@s a incubacéo, as células foram aliquotadas em microtubos, congeladas
em nitrogénio liquido e armazenadas a -70°C.

Posteriormente a avaliacdo da competéncia é realizada transformando 100uL
de células competentes com 6ng do vetor pUC18 por choque térmico, incubando por
30 minutos no gelo seguido de incubacgéo a 42°C por 2 minutos. Apés a recuperacao
das bactérias em LB por 1 hora, é realizado plaqueamento de 1 pL, 10 uL e 25 uL da
transformacdo em meio LB contendo ampicilina (100 pg/mL).

As placas séo incubadas a 37°C e ap0s o crescimento numero de colbnias é
obtido e aplicado na formula:

Eficiéncia = ¥ coldnias _ x 10° col6nias/pug de DNA
¥ volume (36 L)

Considera-se uma boa eficiéncia quando os valores obtidos entre 10° e 10’

colénias/ug de DNA
3.7 Construcdo do homélogo funcional de 14-3-3Pb em S. cerevisiae

A obtencdo do mutante de S. cerevisiae contendo a regido codificadora da

proteina 14-3-3Pb foi realizada através de duas estratégias, descritas abaixo.

3.7.1 Estratégia Overlap
3.7.1.1 Obtencdo do fragmento hibrido contendo a regido codificadora da
proteina 14-3-3 de P. brasiliensis.
Esta estratégia consiste na obtencdo de um fragmento hibrido contendo as
regides 3'UTR e 5’'UTR de S. cerevisiae e a ORF de 14-3-3Pb de P. brasiliensis

(Figura 1) para clonagem em vetores de expressao em levedura.
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A regido codificadora da proteina 14-3-3Pb foi obtida através da amplificacdo a
partir de primers desenhados por meio da analise da sequencia nucleotidica

depositada no GeneBank, numero de acesso AY462124 .

P3: 5"-TAAACTAAAGATAAAAATGGGTTACGAAGATGCTGTATATC-3
P4:°5 -GATTTATCAGAATACCTACTCAGCGGCCTTAGGAGC-3°

A reacdo foi realizada utilizando 50ng de cDNA de P. brasiliensis, 1,5 pL de
cada primer 50uM, 1,5uL dNTP 10mM, 1,5uL MgSO, 50mM, 5,0uL solucéo
enhancer 10x, 5,0uL tamp&o da enzima 10x e 0,5uL de Pfx DNA Polymerase
(Invitrogen). A reacéo foi realizada no termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems-Life Technologies) seguindo o seguinte protocolo: um ciclo
inicial a 94°C por 2 minutos; 25 ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos, 68°C por 1 minuto e 10 segundos; e um ciclo de 68°C por 7 minutos.

Além da amplificagcédo da regido codificadora, a amplificacdo das regides 3’'UTR
e 5’UTR do gene BMHL1 de S. cerevisiae foram realizadas para posterior construcéo
do fragmento hibrido, 3’UTRSc+14-3-3Pb+5’'UTRSc, a partir dos seguintes primers:

-Para a amplificacéo da regidao 5’UTR do gene BMH1 de S. cerevisiae

P1: 5"-CGGGATCCGTGGCAAATAGCTCC-3
P2: 5-GCATCTTCGTAACCCATTTTTATCTTTAGTTTATCTTTAAC-3’

-Para a amplificacéo da regidao 3’'UTR do gene BMH1 de S. cerevisiae

P5: 5-AAGGCCGCTGAG TAGGTATTCTGATAAATCTAAAGAG-3
P6: 5-CGGGATCCGATGCGACATTTACCC-3

A reacao foi realizada utilizando 50ng de DNAg de S. cerevisiae, 1,5 uL de
cada primer 50uM, 1,5uL dNTP 10mM, 1,5uL MgSO, 50mM, 5,0uL solucéo
enhancer 10x, 5,0uL tampédo da enzima 10x e 0,5uL de Pfx DNA Polymerase
(Invitrogen). A reacao foi realizada no termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems-Life Technologies) seguindo o seguinte protocolo: um ciclo
inicial a 94°C por 2 minutos; 25 ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos, 68°C por 1 minuto; e um ciclo de 68°C por 7 minutos.

Os produtos de PCR foram analisados através de eletroforese em gel de
agarose 0,8% e purificados utilizando o QIAquick PCR Purification kit (Qiagen), de

acordo com as instrucdes do fabricante. A quantificacdo do produto de PCR e sua
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pureza foram verificadas no equipamento GeneQuant 1300 (GE Healthcare) de
acordo com as instrucdes do fabricante.

Apés a obtencdo destes fragmentos, foram realizadas duas reacfes de
overlap, reagdes de PCR para a ligagéo dos fragmentos com a finalidade de obter o
fragmento 3’'UTRSc+14-3-3Pb+5’UTRSC.

Primeiramente foi realizada a ligacdo do fragmento da regido codificadora da
proteina 14-3-3Pb e o fragmento 5’UTR de S. cerevisiae, de acordo com a seguinte
reacdo: 50ng de cada fragmento, 0,75uL dNTP 10mM, 0,75uL MgSO,4 50mM, 2,5uL
solucdo Enhancer 10x, 2,5uL tampao da enzima 10x e 0,25uL de Pfx DNA
Polymerase (Invitrogen), agua MilliQ gsp 25 pL. A reacdo foi realizada no
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems-Life Technologies)
seguindo o seguinte protocolo: um ciclo inicial a 94°C por 5 minutos; 4 ciclos a 94°C
por 1 minuto, 60°C por 30 segundos, 68°C por 2 minutos. Ao final do 4° ciclo foi
adicionado a reacao 1,5 pL dos primers P1 e P4 50mM, 0,75uL dNTP 10mM, 0,75uL
MgSO, 50mM, 2,5uL solucéo Enhancer 10x, 2,5uL tampao da enzima 10x e 0,25uL
de Pfx DNA Polymerase (Invitrogen), agua MilliQ gsp 25 pL, para esta reacdo a
programacao do termociclador foi: um ciclo inicial a 94°C por 5 minutos; 25 ciclos a
94°C por 1 minuto, 60°C por 30 segundos, 68°C por 2 minutos, e um ciclo de 68°C
por 7 minutos. O produto obtido foi analisado através de eletroforese em gel de
agarose 0,8%, posteriormente purificado utilizando QIAquick PCR Purification kit
(Qiagen) e quantificado no espectrofotbmetro GeneQuant 1300 (GE Healthcare) de
acordo com as instrucdes dos fabricantes

Posteriormente, foi realizado a segunda overlap, utilizando o fragmento obtido
anteriormente (14-3-3Pb+5’'UTRSc) e o fragmento 3’'UTR de S. cerevisiae. Foi
utilizada a seguinte reacéo: 50ng de cada fragmento, 0,75uL dNTP 10mM, 0,75uL
MgSO, 50mM, 2,5uL solu¢do Enhancer 10x, 2,5uL tampéo da enzima 10x e 0,25uL
de Pfx DNA Polymerase (Invitrogen), dgua MilliQ gsp 25 pL. A reacéo foi realizada
no termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems-Life
Technologies) seguindo o seguinte protocolo: um ciclo inicial a 94°C por 5 minutos; 4
ciclos a 94°C por 1 minuto, 60°C por 30 segundos, 68°C por 2 minutos. Ao final do
4° ciclo foi adicionado a reacdo 1,5 puL dos primers P1 e P6, 0,75uL dNTP 10mM,
0,75uL MgSO,4 50mM, 2,5uL solugdo Enhancer 10x, 2,5uL tampéo da enzima 10x e
0,25uL de Pfx DNA Polymerase (Invitrogen), agua MilliQ gqsp 25 uL, para esta reacao

a programacao do termociclador foi: um ciclo inicial a 94°C por 5 minutos; 25 ciclos a
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94°C por 1 minuto, 50°C por 30 segundos, 68°C por 2 minutos, e um ciclo de 68°C
por 7 minutos.

O fragmento obtido foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0,8%,
purificado utilizando o QIAquick PCR Purification kit (Qiagen), de acordo com as
instrucdes do fabricante e realizada a quantificagcdo e verificado a pureza no
equipamento GeneQuant 1300 (GE Healthcare) de acordo com as instru¢cbes do

fabricante.

Figura 1 Obtencédo do fragmento hibrido — 5UTRSc+14-3-3PB+3'UTRSc

cDNA de P. brasiliensis DNA de 5. cerevisiae

3
ORF14-3-3Pb 3'UTRSc S5'UTRSc

Primeira overlap

5'UTRSc | + ORF 14-3-3Ph |——> | 5'UTRSc | ORF 14-3-3Pb

Segunda overlap

S'UTRSc | ORF 14-3-3Pb

Fa —> | 5'UTRSc | ORF14-3-3Pb | 3'UTRSc

3'UTRSC FRAGMENTO HIBRIDO

3'UTRSc e 5'UTRSc: regides iniciadora e terminadora do gene BMH1 de S. cerevisiae. A partir do
cDNA de P. brasiliensis e DNA gendmico de S. cerevisae, foram obtidos respectivamente, a ORF de
14-3-3Pb e as regides 3’UTRSc e 5’UTRSc. A partir da ORF de 14-3-3Pb e 5’UTRSc foi realizada a
primeira overlap, obtendo-se o fragmento 5’UTRSc+14-3-3Pb. A segunda overlap foi realizada a partir
do fragmento obtido anteriormente e o fragmento 3'UTRSc, obtendo-se o fragmento hibrido,
5’'UTRSc+14-3-3Pb+3’'UTRSc.

A amplificacdo do gene BMH1 de S. cerevisiae foi realizada utilizando os

seguintes primers:

P1: 5-CGGGATCCGTGGCAAATAGCTCC-3
P6: 5-CGGGATCCGATGCGACATTTACCC-3
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A reacdo foi realizada utilizando: 50ng de DNAg de S. cerevisiae, 1,5 pL de
cada primer 50uM, 1,5puL dNTP 10mM, 1,5uL MgSO, 50mM, 5,0uL solucéo
enhancer 10x, 5,0uL tamp&o da enzima 10x e 0,5uL de Pfx DNA Polymerase
(Invitrogen), agua Milli-Q gsp 50 upL. A reacdo foi realizada no termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems-Life Technologies) seguindo o
seguinte protocolo: um ciclo inicial a 94°C por 2 minutos; 25 ciclos a 94°C por 30
segundos, 55°C por 30 segundos, 68°C por 2 minutos; e um ciclo de 68°C por 7
minutos.

Apés a reacdo de PCR, o produto foi analisado por eletroforese em gel de
agarose 0,8%, purificado utilizando o QIAquick PCR Purification kit (Qiagen),
seguindo as instrucdes do fabricante, e posteriormente quantificado e verificado a
pureza no equipamento GeneQuant 1300 (GE Healthcare) de acordo com as

instrucdes do fabricante.

3.7.1.2 Clonagem

A clonagem foi realizada nos seguintes vetores: pRS305, pRS306 e pRS425
(Addgene), sendo 0 pRS305 e pRS425 utilizados na clonagem do fragmento hibrido
e 0 pRS306 na clonagem utilizando o produto da amplificacdo do gene BMHL1 de S.

cerevisiae, utilizado como controle. (Figura 2 e 3)



Figura 2 Mapa dos vetores utilizados na clonagem do fragmento hibrido
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Figura 3 Mapa do vetor utilizado na clonagem do gene BMH1 de S. cerevisiae.
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Os vetores e o fragmento hibrido foram digeridos com a enzima BamHI
(Promega), segundo a reac¢ao: 5,0 puL de vetor/inserto, 2,0 uL de tampéo E 10x, 0,2
uL de BSA 10x, 0,5 puL de BamHI e agua MilliQ gsp 20 pL. Esta reacéo foi incubada
a 37°C por 3 horas e a inativacdo da enzima foi realizada a 65°C por 15 minutos. A
desfosforilacdo dos vetores foi realizada posteriormente utilizando 2,0 pL da
restricdo, 2,0 L de tampédo 10x e 1,5 pL FASTAP (Fermentas), esta reacao foi
incubada por 20 minutos a 37°C e em seguida por 10 minutos a 75°C para
inativacao da enzima.

Para a ligac&o dos vetores e inserto foi realizada utilizando a enzima T4 ligase
(Fermentas) de acordo com as instrucbes do fabricante. Esta reacao foi incubada

por 2 horas a 22°C.

3.7.1.3 Transformacao em bactérias E. coli DH10B ultracompetentes
A transformacéo foi realizada em bactérias E. coli DH10B ultracompetentes
através de choque térmico, onde em 50uL de bactérias foram adicionados 2,0 pL de

ligacdo e submetido a incubacdo em gelo por 45 minutos e em seguida, por 2
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minutos a 42°C. Ap0s a incubacao, adicionou-se 200 pL de meio LB e submetido a
incubacdo por 1 hora 37°C, sob agitacdo. ApOs a recuperacdo das bactérias,
realizou-se plaqueamento de 100 pL e volume residual apos breve centrifugacao,
com o auxilio de pérolas de vidro em meio LB com ampicilina 100 pg/mL. As placas

foram incubadas a 37°C por 12-16 horas.

3.7.1.4 Confirmagéo da transformagao

A verificacdo dos clones positivos foi realizada através de PCR de colbnia,
segundo a reacédo: 12,5 pyL de Master Mix (Fermentas), 1,0 pL do pré inoculo, 0,5 pL
de cada primer, agua MilliQ gsp 25 uL. O protocolo utilizado no termociclador foi: 1
ciclo 94°C por 2 minutos, 35 ciclos a 94°C 30 segundos, 60°C 30 segundos, 72°C
por 1 minuto e 10 segundos, e um ciclo a 72°C por 7 minutos. Os produtos foram
verificados através de eletroforese em gel de agarose 0,8%.

3.7.2 Estratégia pYES
3.7.2.1 Obtencdo daregido codificadora da proteina 14-3-3 de P. brasiliensis
A regido codificadora da proteina 14-3-3Pb foi obtida através da amplificacdo a

partir dos seguintes primers:

Primer 14-3-3F: 5° CG GGATCCATGGGTTACGAAGATG 3
Primer 14-3-3R: 5 CCGCTCGAGCTACTCAGCGGCCTTAGG 3’

A reacéo foi realizada utilizando 1,0pL de cDNA de P. brasiliensis, 1,5 yL de
cada primer 50uM, 1,5puL dNTP 10mM, 1,5uL MgSO, 50mM, 5,0uL solucéo
enhancer 10x, 5,0uL tamp&o da enzima 10x e 0,5uL de Pfx DNA Polymerase
(Invitrogen). A reacao foi realizada no termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems-Life Technologies) seguindo o seguinte protocolo: um ciclo
inicial a 94°C por 2 minutos; 25 ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos, 68°C por 1 minuto e 10 segundos; e um ciclo de 68°C por 7 minutos.

A regido codificadora da proteina Bmhlp também foi amplificada, para a
obtencdo do vetor pYES+BMH1Sc, através de reacdo de PCR, utilizando os

seguintes primers:

Primer BMH1F: 5 CG GGATCC ATGTCAACCAGTCGTGAAG’
Primer BMH1R: 5 CG GAATTC TTACTTTGGTGCTTCACC 3’
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A reacado de PCR foi realizada utilizando 50ng de DNAg de S. cerevisiae 1,5 pL
de cada primer 50uM, 1,5uL dNTP 10mM, 1,5puL MgSO, 50mM, 5,0uL solucéo
enhancer 10x, 5,0uL tamp&o da enzima 10x e 0,5uL de Pfx DNA Polymerase
(Invitrogen). A reacao foi realizada no termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems-Life Technologies) protocolo: um ciclo inicial & 94°C por 2
minutos; 25 ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, 68°C por 1
minuto e 10 segundos; e um ciclo de 68°C por 7 minutos.

Apés as reacOes de amplificacdo, os produtos de PCR foram analisados
através de eletroforese em gel de agarose 0,8% e purificado utilizando o QIAquick
PCR Purification (Qiagen), seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. A
quantificacdo do produto de PCR e sua pureza foram verificadas no equipamento

NanoVue Plus (GE Healthcare) de acordo com as instru¢des do fabricante

3.7.2.2 Clonagem

Nesta estratégia foi utilizado o vetor pYES2 (Invitrogen), que se diferencia por
possuir um promotor induzivel por galactose (GAL1) permitindo a clonagem da ORF
do gene de interesse (Figura 4).

Figura 4 Mapa do vetor pYes2 (Invitrogen)

Snak |

Comments for pYES2: Clal
5856 nucleotides Mha |

Apal

GALT promober: basess 1451

T7 promotenipriming site: bases 47 5-494
Rlltipler clonirg sike: bises 501-800

CYCA transcription terminator: bases 508-856
pUC origin: bases 1058-1711

Agmpicalin mesistince geoe: s 18582718 (0]
LRAT gene: bases 2T34-3841 (C)
2 miron (p) rigee keses 3845-53 16

H ongin: bases 5384-5833 (C)
{C)= complermantary strand



36

Para obtencdo do vetor pYES+14-3-3Pb, primeiramente foi realizada a
digestdo do vetor e da ORF 14-3-3Pb, obtida por PCR, utilizando as enzimas de
restricdo BamHI e Xhol (Promega), de acordo com as instru¢des do fabricante. Estas
reacoes foram incubadas a 37°C, o inserto por 30 minutos e o vetor por 1 hora e
posteriormente a 65°C por 15 minutos para inativagcdo das enzimas.

A construcao do vetor pYES+BMH1Sc também iniciou-se a partir da digestao
do vetor e do produto de PCR obtido anteriormente, ORF BMH1Sc, utilizando as
enzimas BamHI e EcoRI (New England Biolabs), de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Estas reacdes foram incubadas a 37°C, o inserto por 30 minutos e o vetor
por 1 hora. Apos a incubacédo, o inserto foi purificado utilizando o kit QIAquick PCR
Purification (Qiagen) e o vetor foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8%
e purificado utilizando o QIAquick Gel Extraction (Qiagen)

ApoOs a digestdo, os inserto e o vetor foram quantificados no espectrofotdmetro
NanoVue Plus (GE Healthcare) e a partir da andlise da quantificacdo e pureza,

calculou-se a molaridade através da seguinte equacéao:

Molaridade (nmol) = Concentracdo da amostra em ng x mol.pb

Tamanho do fragmento em pb 660

Apés a determinacdo da molaridade do vetor e do inserto, padronizamos a
proporcao de 1:10, de vetor para inserto, para a realizagao da ligacéo.

As ligacdes foram realizadas utilizando 1,0uL de T4 ligase (NEB) e 2,0 de
Buffer T4 para cada 20,0 uL de reacédo final, incubada a 16°C por diferentes
periodos de tempo,16h, 24h, 48h, para determinar o melhor tempo de ligacdo. Para

cada ligacdo, um controle negativo, utilizando apenas o vetor foi realizado.

3.7.2.3 Transformacao em bactérias E. coli DH5a ultracompetentes

Para as transformacdes, 50uL de bactérias ultracompetentes foram
transformadas com 1,0uL de ligacdo, as células foram incubadas por 30 minutos no
gelo e posteriormente por 2 minutos a 42°C. A recuperacédo das células foi realizada
em meio LB, durante uma hora a 37°C, sob agitacdo. Apés a recuperagdo, 50pL,
250uL e 150uL (volume residual) as bactérias foram plagueadas em meio LB

contendo ampicilina (100ug/mL) e incubadas por 12-16 horas a 37°C.
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3.7.2.4 Confirmagéo da transformacgao

A confirmacéo da presenca dos vetores ligados aos insertos, pYES-14-3-3Pb e
pYES+BMH1Sc, nos clones selecionados atraves de diagndstico por restricao.

Para realizar o diagnéstico por restricdo as colbnias selecionadas foram
inoculadas em 5,0mL de meio LB com ampicilina (100ug/mL) liquido e apés
crescimento overnight, realizou-se a miniprep, através do kit QIAprep Spin Miniprep
(Qiagen), segundo as instrucdes do fabricante. Apds a miniprep, foi realizada a
restricdo, seguindo mesmo protocolo da digestao anterior.

Adicionalmente, foi realizada uma segunda restricdo do produto de miniprep,
utilizando uma enzima que possui o sitio de restricdo no meio da sequencia da ORF
e no vetor, para confirmar que a soma dos fragmentos obtidos correspondem ao
peso do plasmideo ligado ao inserto. Apos a analise das sequéncias do vetor e das
regioes codificadoras de 14-3-3Pb e BMH1Sc, a enzima escolhida para confirmacao,
tanto de pYES+14-3-3Pb quanto pYES+BMH1Sc, foi a enzima Hindlll (Promega),
apos a digestdo utilizando esta enzima espera-se obter um fragmento de 605pb
referente ao vetor pYES+14-3-3Pb e um fragmento de 615pb referente ao vetor

pYES+BMH1Sc Os produtos da digestdo foram analisados em gel de agarose 0,8%.

3.7.3 Transformacao em levedura
A partir confirmagéo da obtengéo do plasmideo pYES+14-3-3Pb, foi dado inicio

a transformacédo em levedura, pelo método de acetato de litio, das linhagens S.
cerevisiae wild type (wt), Abmh1 e Abmh2.

Para isso, uma col6nia de cada linhagem foi cultivada em meio YEPD liquido,
de 12-16 horas a 30°C, sob agitacdo. Apos a incubacéo, 25uL de células para cada
reacao, foram centrifugadas e ressuspendidas em 1,0mL de agua e submetidas a
nova centrifugacdo a velocidade maxima por 5 segundos. O sobrenadante foi
descartado e as células ressupendidas em 1mL de LiAc 100mM e incubadas por 5
minutos a 30°C.

Apo0s esta incubacéo, as células foram centrifugadas, o sobrenadante retirado e
ao pellet de células foram adicionados 0s seguintes reagentes, na ordem descrita:
240uL de PEG (50% w/v); 36uL de LiAc 1.0M; 25uL de SS-DNA (2.0mg/mL); 5.0uL
de DNA plasmidial (100ng to 5ug); 45uL de 4gua Milli-Q estéril.

Os microtubos foram submetidos a agitacdo em vortex por pelo menos 1

minuto e incubados a 42°C por 20 minutos, apds a incubacéo realizou-se uma



38

centrifugacdo, a velocidade méxima por 5 segundos e com a ajuda de uma
micropipeta o sobrenadante foi retirado e as células ressuspendidas em agua MilliQ
estéril.

As células foram plaquedas em meio seletivo, SC-URA, e incubadas a 30°C até

0 crescimento de colbnias.

3.7.4 Avaliacdo da complementacao
Apés busca no banco de dados Saccharomyces Genome Database

(http://www.yeastgenome.org/) para as alteracdes fenotipicas dos mutantes de S.

cerevisiae Abmh1 e Abmh2, o farmaco fluconazol foi selecionado para verificacdo da
complementacao de 14-3-3Pb em S. cerevisiae.

Os transformantes foram crescidos em 10mL de meio SC-URA até atingir a
concentracdo de 1x107 céls/mL (Asoonm=0,6-0,9). Um volume ideal de cada cultura foi
centrifugado por 7 minutos a 2.500 rpm e as células ressuspendidas em glicerol 50%
numa concentracao de 2,5 x 108 cels/mL.

Posteriormente, 100 pL de cada suspensédo foram transferidas para os
primeiros poc¢os da microplaca, nos cinco pocos seguintes foram adicionados 90 pL
de glicerol 50% e realizada a diluicdo seriada de cada in6culo.

Em placas de SC-URA contendo 2% de galactose contendo fluconazol 35 uM
e sem o farmaco para controle de crescimento. Foram adicionados 2,5 pL de cada
diluicdo. As placas foram incubadas a 30°C até o crescimento das seis diluicbes nas
placas controle.

A avaliagdo da complementacédo foi analisada mediante ao aparecimento ou

nao de crescimento.

3.7.5 Teste de Adeséao

O teste de adesao foi realizado de acordo com Younes et al. (2013) com
algumas modificacdes. Os transformantes de S. cerevisiae foram crescidos em meio
SC-URA contendo 2% de rafinose durante 12-16 horas a 30°C e transferidos para o
meio de inducdo, SC-URA contendo 2% de galactose e submetidos a incubacao por
2 e 4 horas a 30°C.

Em placas de 24 pocos, foram adicionadas 500 uL de células A549 em meio
HAM-F12, suplementado com soro fetal bovino. As placas foram submetidas a
incubacéo a 36,5°C, 5% de CO, até formacédo de monocamada.



39

Apos a formacdo da monocamada, a células foram lavadas e 300 pL de meio
HAM F-12 foi adicionado. Em cada pogo, 300 uL de inoculo foi adicionado a cada
poco a uma concentracdo final de 1x10* células/mL.

As placas foram incubadas por 30 minutos a 36,5°C e ap0s incubacéao lavadas
trés vezes com PBS para retirar as células ndo aderidas. As células foram lisadas
com 100 pL de agua gelada e plagueadas em meio YEPD.

As placas foram incubadas a 30°C por 36 horas, posteriormente foi realizada a
contagem do numero de colbnias e comparada com o controle, contendo o
plagueamento da mesma concentracdo de S. cerevisiae utilizada na adesao. A taxa
de adesdo foi expressa como porcentagem de células aderidas em relacdo as
placas controle.

A analise estatistica foi realizada utilizando o teste ANOVA com poés-teste de

Tukey através do software Prism5.

3.8 Teste de Sensibilidade

Para a avaliacdo da sensibilidade, as linhagens de S. cerevisiae wt, Abmh1 e
Abmh2 repicadas em placas de meio YEPD e incubadas por 24 horas a 25°C e
posteriormente uma algada foi transferida para YEPD liquido e mantidos por 5 horas
a 25°C/150rpm.

ApoOs a incubacao as células foram centrifugadas por 5 minutos a 5000 rpm a
25°C. O inoculo foi preparado de acordo com o documento M27-A3, do CLSI, as
células foram ressuspendidas em PBS estéril e 0 inoculo foi ajustado em camara de
Newbauer a 5x10° células/mL. O inéculo foi ajustado de acordo com o nimero de
células viaveis, verificadas através do método de tripan. Posteriormente, este inéculo
foi diluido em meio YEPD para obtencéo de uma concentracéo 5x10° e 5x10%.

Os antifingicos utilizados no experimento foram itraconazol (ITZ), voriconazol
(VCZ) e anfotericina B (AMB), diluidos de acordo com o documento M27-A3, do
CLSI, na faixa de concentracdo de 16 a 0,03ug/ml, em meio YEPD, o qual foi
considerado favoravel para estas cepas, uma vez que em testes realizados
previamente, utilizando o meio padréo para este protocolo, meio RPMI-1640, né&o foi
observado crescimento das mesmas.

Foi realizado o controle de DMSO, substancia utilizada para solubilizar as

concentracOes de trabalho de todos os antifungicos.
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Em placas de 96 pocos, 100uL de cada diluicdo foram dispostos e
posteriormente mais 100 pL de indculo, levando a uma concentracéo de 2,5x10° e
2,5x10* de inoculo, concentracdes utilizadas para verificar a melhor visualizacdo no
teste.

A leitura da concentracédo inibitéria minima (CIM) foi determinada visualmente
apos 24horas através da adi¢do de 30 L de solucéo de resazurina 0,01%.

Apdés a padronizacdo utilizando os antifungicos, realizamos o teste de
sensibilidade utilizando derivados do acido galico, G-4, G-6, G-7, G10, G-11, G-12,
G-14, G-17 (Tabela 1), na faixa de concentracao de 62,5 a 0,122 pg/mL.

Tabela 1 Derivados dos acidos galicos

0
HO oR
HO
OH

G4 propyl gallate (CH,).CH3
G6 butyl gallate (CH)3CH3
G7 pentyl gallate (CH,)4CH3
G10 hexyl gallate (CH,)sCH3
G11  heptyl gallate (CH2)6CH3
G12 octyl gallate (CH2);CHj3
G14  decyl gallate (CH2)9CHj3
G17 tetradecyl gallate (CH2)13CH3

3.9 Analise do anticorpo monoclonal anti-14-3-3 (Mab14-3-3)
3.9.1 Obtencao do Mab 14-3-3

O anticorpo monoclonal anti-14-3-3 foi desenvolvido pela empresa Rheabiotec,
a partir da proteina purificada por eletroeluicéo e lisados bacterianos de E.coli BL21

e GRO, obtida em estudos anteriores.

3.9.2 Ensaio de inibicdo da adesdo de P. brasiliensis a células A549

P. brasiliensis, Pb18, foi cultivado em meio Fava Netto durante 4-7 dias e apos
crescimento uma suspensdo em PBS de concentracdo 5x10° foi preparada para
realizacdo do ensaio. Os indculos foram tratados com Mab anti - 14-3-3 (1:100) com

0s galatos associados ao Mab anti-14-3-3 (1:100), com os galatos em sua respectiva
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CIM ou com anticorpo policlonal (PAb), por 1h a 37°C. Apés a incubacdo os
in6culos foram lavados trés vezes com PBS estéril e ressuspendidos no volume
original.

As células epiteliais A549 foram crescidas em placas de 96 pocos até
confluéncia, depois foram lavadas trés vezes com PBS estéril e fixadas com
paraformaldeido 4% por 30 minutos a temperatura ambiente.

ApOs a incubacéo, foram adicionados 100 pL dos inéculos de P. brasiliensis, a
placa foi incubada novamente por 24 horas a 37°C.

Apbs o periodo de infeccdo deu-se inicio ao ensaio de ELISA. As placas foram
lavadas 3 vezes com PBS-Tween e a foi realizado a adicdo do anticorpo primario,
anti cell-free (1:100). A placa foi incubada por 1 hora a 37°C, lavadas novamente 3
vezes com PBS-T e adicionado o anticorpo secundario, anti-rabbit IgG (1:3000) e a
placa foi submetida a nova incubacéo por 1 hora a 37°C.

As placas foram lavadas com PBS-T e as leituras foram realizadas através de
uma reacdo colorimétrica apés a adicdo da solucdo reveladora (fosfato de
sédio/acido citrico/ortofenilenodiamino/agua oxigenada), por 10 minutos, seguido da
adicao de acido cloridrico 1M.

A absorbancia foi determinada a 490nm e estes dados convertidos em % de
inibicdo e a analise estatistica foi realizada utilizando o teste ANOVA, através do
software OriginLab 7.5.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Alinhamento das sequéncias de aminoacidos Bmhlp e Bmh2p de S.
cerevisiae e da sequéncia da proteina 14-3-3 de P. brasiliensis

Como descrito anteriormente, a levedura S. cerevisiae possui duas isoformas
da proteina 14-3-3, Bmhlp e Bmh2p, que entre si possuem uma identidade de 92%.
Assim foi realizado um alinhamento entre as sequencias de aminoacidos destas
proteinas com a proteina 14-3-3 de P. brasiliensis, e foi observado identidade de
76% entre Bmhlp e 14-3-3Pb e uma maior identidade entre Bmh2p e 14-3-3Pb, de
80%. (Figura 5).

Figura 5 Alinhamento da sequéncia de aminoacido de Bmh1l e Bmh2 de S. cerevisiae e 14-3-3 de P.
brasiliensis.

guHy  YERLTTW NSTSPEDSVYLAKLAEQAERYEENVENMETVASSGQELSVEERNLLSVAYFNVIGARRAS 60

EMHz YDROSSW HSOTREDSVY LAKLAEQAERYEENVENNFAVASSCOELSVEERNLLSVAYINVIGARRAS 60

1433 AY462124 --NG .'II-A'-r“'LA.. LAEQAER 'E.EF'v'E‘mHI‘rA .Ln IL VEERNLLSVAYFNVIGARRAS 58
YERLT7W VRIVSSIEQFEESHEKSEHOVELICSYRSKIETELTKISDDILSVLDSHLIPSATTGESK 120
YDROS9U VRIVSSIEQFEESKERSEHOVELIRSYRSKIETELTRISDDILSVLDSHLIPSATTGESK 120
AY462124 VRIVTSIEQKEESKG-NEAQVALIFEYRONIETELAKICEDILDVLDEHLIASAETGESK 117
YERL7TW VA MK CDYHRY LAEFSSGDAREFATHASLEAYETASEIATTELPPTHPIRLGLALNFS 180
YDROGOUW VD YR Y LAEFS SGDARENATHS SLEAYKTASEIATTELFPTHPIRLGLALNFE 180
AY462124 VIYHIMKGD YHR) J_J.Inhtn wb AI‘I-b;.E.i."*"'J:I-’.l n'rtnrA.“uPI ]_Ju.“z:-h 177
YERLTTW VIYTEIQNSPDEACHLAKQAFDDATIAELDTLSEESYFDSTLINQLLEDNLTLNTSDNSES 240
YDROSSW VAYYEIQNSPDEACHLAKQAFDDATAELDTLSEESYFDSTLINQLLEDNLTINTIDISES 240
AT462124 VI .':I..u Jm.a. '-tLJ.. I'.hF'DDJuLE IanEE rm STLING L‘rI&\L""L'u"“ ——‘E.i. 238
YERLTTW GOAEDQOQQQUHOQ00-~==-=~PPAMAEGEAFE-- 267
YDROSSW GQEDQQQQ0000000000Q00AFAEQTOCEFTE-- 273
AY452124 EPAPEVAPAPSEQHDE----- APAATSEDAPEAAE 265

b a1 E & s

(*) indica que o mesmo aminoacido foi identificado nas trés sequéncias, (:) indica que 0 mesmo
aminoacido foi identificado nas sequéncias Bmhl e Bmh2 e (.) indica que o mesmo aminoé&cido foi

identificado na sequéncia 14-3-3Pb e na sequéncia Bmhl ou Bmh2.

4.2 Confirmacéo do nocaute das linhagens de S. cerevisiae Abmh1 e Abmh2
Para dar inicio ao processo de clonagem por complementacao, foi realizada a

confirmacdo do nocaute das leveduras bmhl:HIS3 e bmh2:HIS3 - RRY1216,

linhagens gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Cleslei Fernando Zanelli (Laboratério

de Biologia Molecular - FCFAR-Unesp) através de PCR (Figura 6).
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Figura 6 Confirmac&o do nocaute dos genes de BMH1 e BMH2 das linhagens de S. cerevisiae
Abmh1 e Abmh2

2000bp

650bp

bmh1::KanMX4 bmh2::KanMX4

Eletroforese dos produtos de PCR a partir do DNA gendmico das linhagens bmhl::KanMX4 e
bmh2::KanMX4. As canaletas 1, 2 e 3 correspondem, respectivamente, a amplificacdo dos
fragmentos ConfirmAbmh1 + VZ0897 (extremidade 5’ da recombinag&o — 523 bp), ConfirmDbmh1 +
VZ0898 extremidade 3’ da recombinagéo — 585 bp) e ConfirmAbmh1l + ConfirmDbmh1 (gene inteiro
nocauteado — 2326 bp). As canaletas 4, 5 e 6 correspondem, respectivamente, a amplificacéo dos
fragmentos ConfirmAbmh2 + VZO897 (extremidade 5’ da recombinagcdo — 467 bp), ConfirmDbmh2 +
VZ0898 (extremidade 3’ da recombinagéo — 590 bp) e ConfirmAbmh2 + ConfirmDbmh2 (gene inteiro
nocauteado -2275 bp). L corresponde ao padréo de peso molecular de 1Kb (Invitrogen)

4.3 Construgdo do homodlogo funcional 14-3-3Pb em S. cerevisiae
4.3.1 Estratégia Overlap

Os fragmentos 3’'UTR, 5’UTR e BMH1 de S. cerevisiae foram obtidos a partir
do DNA gendmico desta levedura e a regido codificadora da proteina 14-3-3Pb foi
obtida a partir do cDNA de P. brasiliensis, através de rea¢gfes PCR. (Figura 7).
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Figura 7 Amplificagdo dos fragmentos 3’'UTR, 5UTR e BMH1 de S. cerevisiae e da regido
codificadora da proteina 14-3-3 de P. brasiliensis.

A -;ﬁaé'- % ¢
1500pb
1000pb

A — L: peso molecular de 1Kb (Fermentas), 1: fragmento 3'UTRSc (261pb), 2: fragmento 5’UTR
Sc(314pb); B - L: peso molecular de 1Kb (Fermentas), 1: fragmento BMH1Sc (1379pb) e C - L: peso
molecular de 1Kb (Fermentas) e 1: fragmento 14-3-3Pb(798pb)

Apos purificacdo destes fragmentos, estes, foram submetidos a duas overlaps,
para obtencdo de um fragmento hibrido, contendo a regido codificadora da proteina
14-3-3Pb e as extremidades 5’UTR e 3’'UTR de S. cerevisiae.(Figura 8)

Figura 8 Obtencéo do fragmento hibrido

1500pb

A - L: peso molecular de 1Kb (Fermentas), 1: 5’UTR+14-3-3; L: peso molecular de 1Kb (Fermentas),
1: fragmento hibrido (5’UTRSc+14-3-3Pb+3’'UTRSc)
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Apbs a obtencdo do fragmento hibrido (5’UTRSc+14-3-3 Pb +3’'UTRSc) e
BMH1, amplificado a partir do DNA gendmico de S. cerevisiae, foram realizadas
ligacbes com os plasmideos selecionados, onde o hibrido foi ligado aos plasmideos
pRS305 (centromérico) e pRS425 (2 um) e BMHL foi ligado ao plasmideo pRS306
(centromérico). Estes plasmideos recombinantes foram transformados em bactérias
E. coli DH10B ultracompetentes através de choque térmico. ApGs o desenvolvimento
das colbnias, estas foram selecionadas e crescidas em meio LB suplementado com
50ug/mL de ampicilina overnight a 37°C com agitacdo de 200rpm.

ApOs a incubacao foi realizada a extragdo plasmidial das mesmas, através do
método da lise alcalina e foi verificada a presenca dos insertos através da remocéao
dos mesmos pelo uso da enzima BamHI, onde foi observado positividade em um
clone no plasmideo pRS306 e em dois clones no plasmideo pRS425 e em um clone
no plasmideo pRS305. Esse diagndstico por restricdo foi realizado por 3h a 37°C e
ao término do periodo de incubagdo as amostras foram inativadas e analisadas em

agarose 0,8%, como apresentado na figura 9.
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Figura 9 Gel de agarose 0,8% para confirmag&o dos clones

2000pb
1000pk
500pk

L 1 2 3 4 5 6 7 88 9 1011 12 13 14 15 1617 18 19

I

1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

L: marcador molecular 1kb (Fermentas); A: Rastreamento através de restricdo utilizando BamHI no
plasmideo pRS306, demonstrando positividade no clone 15 (18). B: Rastreamento através de
restricdo utilizando BamHI no plasmideo pRS425, demonstrando positividade nos clone 5 e 6 (5 e 6).

C: Rastreamento através de restricdo utilizando BamHI no plasmideo pRS305, demonstrando

positividade no clone 17 (17).
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Devido aos problemas ocorridos com o0s clones obtidos, a estratégia foi
reiniciada, porém diversos problemas surgiram impedindo a obtencdo do homadlogo
funcional através desta estratégia, por isso para a obtencdo do mesmo, outra

abordagem foi utilizada, denominada Estratégia pYES.

4.3.2 Estratégia pYES

Utilizando o cDNA de P. brasiliensis realizou-se a amplificacdo da ORF da
proteina 14-3-3 através de PCR e a partir do DNAg de S. cerevisiae foi obtida a ORF
da proteina Bmh1p. A amplificacdo foi verificada através de eletroforese em gel de

agarose 0,8%. (FiguralO)

Figura 10 Confirmac¢éo da amplificacdo da ORF de 14-3-3Pb e da ORF de BMH1Sc

A B

A: L- peso molecular de 1Kb (Fermentas), 1 — regido codificadora da proteina 14-3-3 de P.
brasiliensis (798pb); B: L-peso molecular de 1Kb (Fermentas), 1 — regido codificadora da proteina

Bmhlp de S. cerevisiae (804pb)

A digestado do inserto e do vetor foi realizada utilizando as enzimas BamHI e
Xhol (Promega) nas condi¢Bes j& descritas. Foram testados varios tempos de
digestdo a fim de verificar o melhor tempo de digestdo. O tempo mais adequado

para a digestéo foi o de uma hora. (Figura 11).
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Figura 11 Confirmacao da digestdo do vetor pYES2 (Invitrogen) por gel de agarose 0,8%

6000ph

L- peso molecular de 1Kb (Fermentas), 1- vetor ndo digerido e 2- vetor digerido

Apos a digestéao do vetor e do inserto a ligacao foi realizada utilizando a enzima
T4 DNA ligase (NEB), durante 12 -16 horas a 16°C. Apés este periodo, 1,0 pL de da
ligagdo foi utilizada para a transformagdo em bactérias E. coli DH5a
ultracompetentes. Em 50uL de bactéria foi adicionado 1,0uL de ligacéo, incubado
por 30 minutos no gelo e 2 minutos a 42°C. Para a recuperacéo das bactérias, foram
adicionados 2,0mL de meio LB e foi submetido a agitacdo a 37°C durante 1 hora.
Apés esta incubacao, foi realizado o plaqueamento de 50 pL, 250 pL e do volume
residual em placas de LB contendo ampicilina 100 pg/mL. As placas foram
incubadas a 37°C por 12 a 16 horas.

A confirmagédo das coldnias positivas foi realizada através de dois diagndsticos
por restricdo. (Figura 12 e 13).
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Figura 12 Confirmagéo da transformagéo do plasmideo pYES-14-3-3Pb em E. coli DH5a

1500

L1 1 2 3 L2

L1: peso molecular de 1Kb (Fermentas), 1: pYES-14-3-3Pb, 2: produtos da restricdo utilizando as
enzimas Xhol e BamHI (Promega), ORF 14-3-3Pb (798pb) e pYes2 (5,9Kb), 3: Produtos da digestao

utilizando a enzima Hindlll (Promega) - 605pb
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Figura 13 Confirmagéo da transformagéo do plasmideo pYES-BMH1Sc em E. coli DH5a

1000pb

750pb

500pb

L 1 2

L: peso molecular de 1Kb (Fermentas), 1: produto da restricdo utilizando as enzimas EcoRI e BamHI
(Promega), ORF BMH1Sc (804pb) 2: Produto da digestdo utilizando a enzima Hindlll (Promega)
(615pb)

A partir da obtencédo dos clones positivos pYES-14-3-3Pb e pYES-BMH1Sc
deu-se inicio a transformagdo em levedura.

Os genes BMH1 e BMH2 de S. cerevisiae sdo essenciais a levedura, assim o
duplo nocaute leva a letalidade (Van Heusden et al., 1995), por isso decidimos
avaliar a complementacdo da proteina 14-3-3Pb realizando a transformacao da
linhagens de S. cerevisiae wt, Abmh1 e Abmh2, utilizando: o vetor pYES vazio,
como controle de transformacdo; pYES-BMH1Sc como controle de
complementacdo, uma vez que este € o gene majoritario de S. cerevisiae e pYES-
14-3-3Pb. Os transformantes séo selecionados em meio SC-URA.

4.3.3 Avaliacdo da complementacao de 14-3-3Pb
A partir da obtencdo dos transformantes, deu-se inicio aos ensaios de
complementagéao, utilizando o banco de dados Saccharomyces Genome Database

para avaliagdo das possibilidades para realizacdo deste estudo, alguns farmacos
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foram selecionados para os ensaios de complementacao, porém apenas o farmaco
fluconazol (FZ), na concentracado de 35uM apresentou diferencas fenotipicas entre
os transformantes controle (S. cerevisiae wt, Abmh1 e Abmh2 com pYES), assim
este foi selecionado verificar a complementacdo de 14-3-3Pb em S. cerevisiae.
(Figura 14)

Figura 14 Avaliagdo da complementacao de 14-3-3Pb em S. cerevisiae

A s
5. cerevisiae wt
pYES
pYES-BMH1
pYES-14-3-3
SC-URA Galactose SC-URA Galactose FZ 35uM
B S. cerevisige Abmh1
pYES
pPYES-BMH1
pYES-14-3-3
SC-URA Galactose SC-URA Galactose FZ 35uM
C S. cerevisiae Abmh2
pYES
pYES-BMH1
pYES-14-3-3
SC-URA Galactose SC-URA Galactose FZ 35uM

Avaliacdo da complementacdo mediante diminuicdo da sensibilidade dos transformantes de S.
cerevisiae wt (A), Abmh1 (B) e Abmh2 (C). SC-URA Galactose foi utilizado como controle de
crescimento e SC-URA Galactose contendo fluconazol 35uM para avaliacdo da complementacéao,
onde é possivel observar diminuicdo da sensibilidade ao fluconazol dos transformantes contendo o
vetor pYES-BMH1 e pYES-14-3-3 quando comparado aos transformantes contendo vetor vazio
(pPYES).

A levedura S. cerevisiae possui duas isoformas da proteina 14-3-3, Bmhlp e

Bmh2p, que apoés realizarmos o alinhamento das sequéncias de aminoacidos entre
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estas proteinas e a proteina 14-3-3Pb foi observado uma alta identidade entre elas,
de 76% e 80% para Bmh1lp e Bmh2p, respectivamente. Os genes BMH1 e BMH2 de
S. cerevisiae sdo essenciais a célula, sendo o duplo nocaute letal, porém a delegcéo
de apenas um dos genes nao causa inviabilidade celular, assim neste estudo foram
utilizadas as linhagens de S. cerevisiae wt, Abmh1 e Abmh2 para o estudo da
proteina 14-3-3Pb.

Apesar de duas estratégias terem sido utilizadas para a obtencdo do homodlogo
funcional de 14-3-3Pb, ndo foi possivel a obtencdo deste através da estratégia
Overlap, devido a problemas ocorridos durante esta abordagem. Assim outra
estratégia foi adotada para a obtencdo do homélogo funcional, denominada
Estratégia pYES. Esta consiste na utilizacdo do vetor pYES2 (Invitrogen),
amplamente utilizado para expressdo de proteinas em S. cerevisiae, pois esse
plasmideo permite a clonagem apenas da ORF do gene de interesse, uma vez que
contém um promotor de S. cerevisiae, GAL1, onde o controle da expressao se da
pela inducéo por galactose.

Através desta estratégia, foi realizada a transformacao nas trés linhagens de S.
cerevisiae, utilizando: vetor vazio (pYES), como controle de transformacé&o; vetor
ligado a ORF do gene BMH1 (pYES-BMH1), como controle de complementacéo; e
vetor ligado a 14-3-3Pb (pYES-14-3-3Pb), objeto de estudo. A transformacéo foi
realizada através do método de acetato de litio e os transformantes foram
selecionados em meio SC-URA.

Os ensaios de complementacdo demonstraram, como pode ser observado na
figura 13, a proteina 14-3-3Pb apresentou uma complementagéo parcial da fungcéo
das proteinas Bmhlp e Bmh2p, uma vez que apesar de apresentar menor
sensibilidade ao fluconazol, quando comparado aos transformantes de S. cerevisiae
PYES, nos transformantes de S. cerevisiae pYES-BMH1, esta sensibilidade é ainda
menor. A maior complementagéo ocorreu na linhagem S. cerevisiae Abmh2, o que
era esperado uma vez que a maior identidade entre as sequéncias de proteina
ocorreu entre Bmh2p e 14-3-3Pb. Além disso, foi possivel observar que nos
transformantes S. cerevisiae wt a expressao da proteina ocorreu e mesmo com esta
linhagem possuindo os dois genes que codificam proteinas 14-3-3, os BMH1 e
BMH2, as proteinas expressas pelo vetor estdo desenvolvendo outra funcéo
provavelmente relacionada a potencializagdo da sintese de ergosterol promovido

pelo aumento da transcricAo de genes da via biossintética de ergosterol, por
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exemplo, o gene ERG11 (Bruckmann et al., 2004), que codifica a proteina 14-alfa
demetilase, alvo do farmaco fluconazol. Isso pode ser observado na reducdo da
sensibilidade dos transformantes S. cerevisiae wt pYES-BMH1 e pYES-14-3-3

Assim, apesar da complementacdo parcial de 14-3-3Pb as proteinas de S.
cerevisiae, Bmhlp e Bmh2p, pode-se sugerir que, assim como em S. cerevisiae, 14-
3-3Pb desempenha multiplas fungdes, entre elas, na morfogénese e no crescimento
celular. Conforme descrito em estudo de analise funcional das proteinas Bmhlp e
Bmh2p para S. cerevisiae, onde foi construido um mutante condicional na auséncia
dos dois genes, BMH1 e BMH2 e também contendo um plasmideo ligado a 14-3-3
de Arabidopsis, em condicbes onde a expressdo da proteina foi gradualmente
diminuida, foi observada uma diminuicdo na taxa de crescimento, bem como
alteracdes morfolégicas nas leveduras apresentando-se maiores e com formatos
irregulares (Van Heusden et al., 1995). Em outro estudo, o desenvolvimento de
pseudohifas de S. cerevisiae também foi relacionado as proteinas Bmhlp e Bmh2,
via cascata de sinalizacdo RAS/MAPK, ativada em condi¢coes de privacdo de
nitrogénio (Roberts, M6sch e Fink, 1997). Em outros fungos, como Candida albicans,
onde os mutantes para Bmhlp apresentaram diversos defeitos na filamentacdo e
diminuicdo na taxa de crescimento (Cognetti, Davis e Sturtevant, 2002; Kelly et al.,
2009) e Aspergillus nidulans, que também apresenta uma proteina 14-3-3,
denominada ArtA, onde esta apresentou sua funcdo relacionada a morfogénese
onde a superexpressdo de ArtA acarretou defeitos no tubo germinativo e no
desenvolvimento assexual (Kraus, Hofmann e Harris, 2002).

Em estudo realizado por Kakiuchi e colaboradores (2002), foi demonstrada a
interacdo in vivo das proteinas Bmhlp e Bmh2p com mais de 200 proteinas,
implicando o papel dessas proteinas em inUmeros processos celulares, como em
resposta ao dano ao DNA, sendo requeridas nas vias de DNA checkpoint e na
manutencao da estabilidade do genoma,; ciclo celular; resposta ao stress; transporte
vesicular (Gelperin et al., 1995; Van Heusden e Steensma, 2006; Lottersberger et
al., 2007; Grandin e Charbonneau, 2008). Neste estudo, foi detectada a interacdo
das proteinas Bmhlp e Bmh2p com a proteina gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH), que aléem de participar no metabolismo da glicose, pode ser encontrada
na parede celular de S. cerevisiae em resposta a mudanca de temperatura
(Delgado, Gil e Gozalbo, 2003) e em P. brasiliensis a GAPDH também foi

caracterizada como uma adesina, ligante de laminina, fibronectina e colageno tipol
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(Barbosa et al., 2006). A interacdo entre 14-3-3Pb e outras adesinas poderia auxiliar
no processo de infeccado de Paracoccidioides spp. e no estabelecimento da infeccao,
tornando esta proteina ainda mais interessante como um possivel alvo terapéutico,
porém mais estudos sdo necessarios para verificar as possiveis interacdes entre 14-

3-3 e as outras adesinas de Paracoccidioides spp.

4.3.4 Teste de Adeséo

O teste de adesédo ainda esta em padronizacao, porém foi realizado um teste
preliminar por plagueamento de acordo com Younes e colaboradores (2013), com
algumas modificacdes, e os resultados sdo demonstrados a seguir, na figura 15

Figura 15 Graficos dos perfis de ades&o dos transformantes de S. cerevisiae
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A: Perfil da adeséo as células A549 ap6s indugéo por galactose por 2 horas dos transformantes de s.
cerevisiae. pYES: transformantes de S. cerevisiae wt, Abmh1 e Abmh2 contendo pYES (vetor vazio);
pPpYES-BMHL1: transformantes de S. cerevisiae wt, Abmh1 e Abmh2 contendo pYES-BMH1 e pYES-
14-3-3: transformantes de S. cerevisiae wt, Abmh1 e Abmh2 contendo pYES-14-3-3Pb . B: Perfil da
adesdo as células A549 apds inducdo por galactose por 4 horas dos transformantes de s. cerevisiae
pYES: transformantes de S. cerevisiae wt, Abmh1 e Abmh2 contendo pYES (vetor vazio); pYES-
BMH1: transformantes de S. cerevisiae wt, Abmh1 e Abmh2 contendo pYES-BMH1 e pYES-14-3-3:
transformantes de S. cerevisiae wt, Abmh1 e Abmh2 contendo pYES-14-3-3Pb. (*)p< 0,005
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Em duas horas, foi possivel observar um aumento na expressao da adeséo dos
transformantes S. cerevisiae Abmh1 e Abmh2 contendo o vetor pYES-14-3-3Pb,
porém o mesmo ndo pode ser observado para o transformante S. cerevisiae wt
contendo o vetor pYES-14-3-3Pb. Apds 4 horas de inducao por galactose, a situacéo
se inverteu e foi possivel observar um aumento na adesdo de S. cerevisiae wt
contendo o vetor pYES-14-3-3Pb e uma diminuicdo na adesdo de S. cerevisiae
Abmh1 e Abmh2 contendo o vetor pYES-14-3-3Pb.

Em P. brasiliensis ja foi demonstrado a presenca da proteina 14-3-3Pb durante
0 processo de infeccao em cultura celular, as células A549 como neste estudo, e em
camundongos, onde foi observado um acumulo de 14-3-3Pb durante estas
interacdes (Da Silva et al., 2013).

A inducéo realizada por galactose ainda estd em processo de padronizacéo
uma vez que durante os experimentos de adesao foi observada uma diferenca no
crescimento que pode ser atribuida aos tempos de inducdo, uma vez que o
plasmideo utilizado apresenta um alto nimero de cépias, a expressao da proteina
deve ser avaliada de maneira cuidadosa, como em experimento de viabilidade, para
verificar se a expressao da proteina pode ser toxica para a levedura, apos diferentes
tempos de inducéo por galactose, e expressao da proteina marcada com o anticorpo
monoclonal anti-14-3-3 (experimentos em andamento).

Ao realizar uma busca na literatura € possivel encontrar inUmeros artigos
utilizam vetores com promotor de galactose para estudos de analise funcional de
proteinas de diversos organismos, assim ndo se esperava uma influéncia da
galactose na avaliacdo da adesédo. Porém a utilizacdo da galactose pela levedura
ocasiona ativacdo ou supressdo de uma série de promotores da propria levedura
(Timson, 2007) que poderia levar a alteracbes na expressédo do fenétipo de uma
maneira inesperada, por isso toda a avaliagcdo da expressao da proteina 14-3-3Pb
em S. cerevisiae estd sendo padronizada.

Apesar da técnica ainda estar sob padronizagcdo, é possivel observar um
aumento na adeséao das linhagens transformadas com pYES-14-3-3, destacando-se
o transformante S. cerevisiae wt contendo o vetor pYES-14-3-3Pb, que apoés a
inducdo da expressao por 4 horas apresentou um significativo aumento na adeséo
as ceélulas A549. A linhagem selvagem possui os dois genes da levedura, BMH1 e
BMH2, assim pode-se sugerir que ao contrario das linhagens S. cerevisiae Abmh1 e

Abmh2, que possuem a deficiéncia na producdo de 14-3-3, assim quando
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transformadas com o vetor pYES-14-3-3Pb, assim a 14-3-3Pb complementa,
parcialmente como visto anteriormente, a funcdo das proteinas Bmhlp e Bmh2p,
porém no caso da linhagem selvagem, essa deficiéncia ndo ocorre, sendo possivel
ocorrer um recrutamento da 14-3-3Pb apenas para a adesdo, como ocorre em

Paracoccidioides spp (Da Silva et al., 2013).

4.4 Teste de sensibilidade

O teste de sensibilidade das linhagens de S. cerevisiae wt, Abmh1e Abmh2
frente aos antifiingicos. O método foi realizado de acordo com o documento M27-
A3, do CLSI, com modifica¢cdes descritas a seguir. O meio utilizado foi YEPD, pois
em experimento anterior utilizando o meio preconizado pelo documento, RPMI-1640,
nao houve crescimento satisfatorio das leveduras. Comparou-se a utilizacao de duas
concentrages de inoculo, 2,5x10° e 2,5x10* para verificar qual era melhor
concentragdo a ser utilizada nos demais teste, onde foi determinado que a
concentracdo de 2,5x10* seria utilizada, embora as CIMs apresentaram-se iguais
nas duas concentragdes, a melhor visualizacdo do resultado ocorreu com esta
concentracéao. (Figura 16)

A leitura das placas foi realizada visualmente apdés 24 horas de incubacéo
mediante a adi¢do da solucéo de resazurina 0,001%.
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Figura 16 Padronizacdo do in6culo de S. cerevisiae wt, Abmh1 e Abmh2 para o teste de
sensibilidade.
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Linhas-AeB:VCZ CeD: ITZ EeF: AMB, G e H: DMSO (diluente dos farmacos) Colunas - 1:
controle de esterilidade do meio, 12: control negativo (fungo sem os antifingicos), 2-11: diluicdo

seriada dos antifiingicos, iniciando-se na concentragcdo de 16ug/mL no poco 2.

Apb6s a padronizacdo do indculo, foi realizado o teste de sensibilidade com os
antifangicos itraconazol (ITZ), voriconazol (VCZ) e anfotericina B (AMB) e do
controle de DMSO, de acordo com o documento M27-A3, do CLSI, com as
modificacBes citadas acima e utilizando o indculo de 2,5x10* (Figura 17). Na tabela
abaixo (tabela 2) se pode notar que as linhagens de S. cerevisiae Abmh1 e Abmh2
sd0 mais suscetiveis as drogas antifiingicas quando comparadas a S. cerevisiae wt.
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Tabela 2 CIMs dos antifungicos VCZ, ITZ e AMB para as cepas de S. cerevisiae wt, Abmh1l e Abmh2

Concentracao Inibitéria Minima (ug/mL)

Cepa VCZ ITZ AMB
S. cerevisiae wt 0,25 0,5 40
S. cerevisiae Abmh1 0,25 0,25 2,0

S. cerevisiae Abmh2 0,0125 1,0 2,0
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Figura 17 Teste de sensibilidade aos antifungicos VCZ, ITZ e AMB
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Linhas - A e B: VCZ — CIM de 0,25ug/mL para S. cerevisiae wt e Abmh1 e 0,0125 pug/mL para S.
cerevisiae Abmh2, C e D: ITZ - CIM de 0,5 pg/mL para S. cerevisiae wt, 0,25 pg/mL para S.cerevisiae
Abmh1 e 0,0125 pg/mL para S. cerevisiae Abmh2, E e F: AMB - CIM de 4,0 ug/mL para S. cerevisiae
wt e 2,0 ug/mL para S. cerevisiae Abmh1 e Abmh2. G e H: DMSO - diluente dos farmacos.Colunas

- 1: controle de esterilidade do meio, 12: controle negativo (fungo sem os antifiingicos), 2-11: diluicao

seriada dos antifungicos, iniciando-se na concentragdo de 16pg/mL no pogo 2.
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Os farmacos itraconazol e voriconazol sdo antifungicos da classe dos azéis e
atuam na biossintese de ergosterol, principal lipideo presente nos fungos, a
diminuicdo da producéo de ergosterol acarreta uma desestabilizacdo da membrana,
tornando o fungo mais vulneravel e altera a ligacdo de enzimas ligantes de
membrana relacionadas a nutricdo e producao de quitina (Sheehan, Hitchcock e
Sibley, 1999). Itraconazol, um triazol de primeira geracdo, é um dos farmacos de
escolha para o tratamento da paracoccidioidomicose com baixa ou moderada
severidade, enquanto voziconazol, triazol de segunda geracao, tem sido utilizado em
apenas alguns casos de paracoccidioidomicose, e 0 conhecimento sobre sua
eficacia contra Paracoccidioides spp. ainda é limitado (Granzoto, Vitali e Martinez,
2013).

A anfotericina B, pertence a classe dos polienos, considerada padrédo-ouro para
o tratamento de infec¢cbes sistémicas, inclusive em formas severas de
paracoccidioidomicose, seu principal mecanismo de acao é a ligacdo ao ergosterol,
provocando uma desestabilizacdo da membrana celular e consequente desequilibrio
osmotico. O dano oxidativo a célula fungica também ja foi associado a este farmaco
(Georgopapadakou e Walsh, 1996; Ellis, 2002; Catafio e Aguirre, 2013).

Por estes farmacos serem relacionados com ergosterol, o fendtipo de
sensibilidade de S. cerevisiae wt, Abmh1 e Abmh2 a estes antifingicos foram
avaliados para verificar uma possivel relacdo entre as proteinas 14-3-3 e 0
ergosterol, conforme relatado por Bruckmann e colaboradores (2004), que
descreveram a relacdo de 14-3-3 na regulacédo da transcricdo no metabolismo de
ergosterol.

O aumento da sensibilidade aos antifungicos das linhagens nocauteadas, S.
cerevisiae Abmh1 e Abmh2 quando comparado com a linhagem selvagem, S.
cerevisiae wt, sugere que a diminuicdo da expressao destas proteinas, devido ao
nocaute, acarreta numa diminuicdo da producdo de ergosterol e na presenca da
droga a quantidade de ergosterol na célula poderia ser ainda menor, provocando
danos na célula acarretando no aumento da sensibilidade.

Possivelmente a proteina 14-3-3Pb, por possuir alta identidade e ser capaz de
complementar parcialmente as funcbes de Bmhlp e Bmh2p, a proteina 14-3-3Pb
pode também estar envolvida na via biossintética de ergosterol, e isso seré
analisado através de ensaios de sensibilidade e quantificacdo de ergosterol nos

transformantes obtidos. Estes ensaios estdo em fase de padronizacdo, uma vez que
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a alteragcdo do meio de YEPD para SC-URA, meio seletivo dos transformantes,
acarreta numa alteracao das CIM’s.

As proteinas 14-3-3 desempenham inimeras funcbes e em P. brasiliensis foi
relacionado ao processo adesivo as células do hospedeiro, assim tornam-se
potenciais alvos para o desenvolvimento e prospeccao de substancias antifungicas.

O &cido galico bem como seus derivados, galatos de alquila, ja foram descritos
guanto a sua atividade antifungica (Nguyen et al., 2013; Ito et al., 2014). Em estudo
anterior em nosso laboratorio foi verificado a atividade antifiungica do acido galico,
proveniente da Alchornea glandulosa e seus derivados, onde estes apresentaram
potencial atividade anti-Paracoccidiodies. Ainda neste estudo, foi realizada a analise
protedmica diferencial de isolados de Paracoccidioides sp quando tratados com
galatos de alquila, onde foi identificado uma diminuicdo na expressédo da proteina
14-3-3Pb quando tratado, levantando o questionamento de qual seriam as possiveis
relacdes entre o galato de alquila e as proteinas 14-3-3Pb (De Paula E Silva, 2012).

Assim, a prospeccao moléculas com potencial antifingico, com atividade anti-
Paracoccidioides, cuja acdo pode estar relacionada com proteinas 14-3-3, foi
realizado teste de sensibilidade das linhagens S. cerevisiae wt, Abmhl e Abmh2
frente aos galatos de alquila, seguindo a padronizacdo realizada com as drogas
antifungicas, descritas previamente. As leveduras ndo se mostraram sensiveis a
maioria dos galatos, exceto para os galatos G-7, G-10 e G-11. (Tabela 3 e Figura
18). Nao houve diferenca entre as CIMs, exceto para G-7, entre a linhagem
selvagem e as nocauteadas, o que indica que os galatos de alquila ndo agem
diretamente na proteina 14-3-3, mas sim em vias que ativam a expressdo desta

proteina.

Tabela 3 Valores de CIMs para derivados de acido géalico das cepas de S. cerevisiae wt, Abmh1 e
Abmh2.

Concentracdao Inibitoria Minima (ug/mL)

Cepa G-7 G-10 G-11
S. cerevisiae wt 31,25 62,5 62,5
S. cerevisiae Abmh1 31,5 62,5 62,5

S. cerevisiae Abmh2 62,5 62,5 62,5
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Figura 18 Teste de sensibilidade aos derivados de acido galico.
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4.5 Ensaio de inibicdo da adeséo de P. brasiliensis

O ensaio de inibicdo foi realizado para verificar a interferéncia do MAb 14-3-3 e
da sua associacao com acido gélico e seus derivados na ligacdo de P. brasiliensis a
células epiteliais A549, através da técnica de ELISA.

Para o experimento, o inéculo foi previamente tratado com MAb 14-3-3 (1:1000);
com galatos associados ao MAb 14-3-3 (1:1000); com galatos de alquila em suas
respectivas concentracdes inibitérias minimas (CIMs), obtidos em estudos anteriores
(de Paula e Silva, 2012); ou com o PAb 14-3-3, por 1 hora a 37°C. ApGs o pré-
tratamento os inéculos foram lavados e ressuspendidos no volume original e
adicionado as células, apés incubacédo por 24 horas a 37°C, deu-se inicio ao ensaio
de ELISA, utilizando anti-cell free (1:100) como anticorpo primério e anti-rabbit 1gG
(1:3000) como anticorpo secundario.

Foram utilizadas células ndo infectadas e células infectadas sem o pré-
tratamento como controles experimentais.

A proteina 14-3-3Pb, descrita em nosso laboratorio, como ligante de laminina,
componente majoritario da matriz extracelular da célula hospedeira (Andreotti et al.,
2005), também foi encontrada na parede celular do fungo durante a infecgéo in vitro
e in vivo (Da Silva et al., 2013). Assim este ensaio teve como objetivo avaliar a
interferéncia do mAb 14-3-3 na adesdo as ceélulas A549. Adicionalmente, foi
realizado a associagdo do mAb 14-3-3 com galatos de alquila, uma vez que, como
descrito anteriormente, foi observado uma diminuicdo na expresséo da proteina 14-
3-3Pb mediante ao tratamento de Paracoccidioides spp com galatos de alquila (De
Paula E Silva, 2012). Assim, a fim de verificar a possibilidade do galato de alquila ter
um papel na inibicdo da adesao, sendo capaz de promover um aumento da inibicao
da adeséo conferida pelo mAb 14-3-3, a associacdo mAb14-3-3 e galatos de decila,
foram avaliados no teste de adeséao.

A inibicdo de Paracoccidioides brasiliensis mediante tratamento com mAb 14-3-3
isolado ou em associacdo com galatos de alquila foi maior que 40%, demonstrando
a importancia da proteina 14-3-3 durante o processo de adeséo de P. brasiliensis as
células hospedeiras, porém a associacdo com os galatos de alquila ndo promoveu
uma aumento da inibicdo, levando a crer que os galatos de alquila ndo possuem
uma acgao anti-adesiva, apresentando apenas capacidade de inibicdo da ades&o dos
fungos as células demonstrada pelo tratamento com os galatos alquila, relacionada

a acao antifungica destas substancias. (Figura 19).
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Figura 19 Gréfico da inibicédo da adesao de P. brasiliensis, isolado Pb18, as células epiteliais A549.
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5. Conclusdes

> Foi possivel obter homologo funcional de 14-3-3Pb utilizando como modelo a

levedura S. cerevisiae

> 14-3-3Pb é capaz de complementar parcialmente a funcdo das proteinas
Bmhlp e Bmh2p de S. cerevisiae, sendo possivel observar uma maior
complementacao na funcéo da proteina Bmh2p, com quem possui maior identidade
(80%)

> O indice de adesdo, as células epiteliais A549, dos transformantes de S.
cerevisiae expressando a proteina 14-3-3Pb é maior, quando comparado aos

controle

> De acordo com os testes de sensibilidade aos antifungicos foi demonstrada a

possivel interacdo entre as proteinas 14-3-3 e a via de ergosterol

> Na avaliagdo com anticorpo monoclonal, foi possivel verificar a inibicdo da
adesao de P. brasiliensis de maneira mais eficaz que o anticorpo policlonal e assim

confirmar a funcé&o no processo adesivo

> Os galatos de alquila, apesar de apresentarem potencial antifungico, sua acao

provavelmente ndo esta diretamente relacionada com as proteinas 14-3-3.
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Abstract

Members of the Paracoccidioides genus are dimorphic fungi and are the etiologic agents of
paracoccidioidomycosis (PCM). The Paracoccidioides genus is composed of two species:
Paracoccidioides brasiliensis (S1, PS2 and PS3 phylogenetic species) and Paracoccidioides lutzii
(Pb01-like). The correct molecular taxonomy of these fungi has opened new possibilities for studying
and understanding their relationships with their hosts. Paracoccidioides spp. have features that permit
their growth in the adverse conditions enable them to adhere to and invade host tissues and may
contribute to disease development. Cell-wall proteins called adhesins provide adhesion and are
capable of mediating fungi-host tissues interactions during infection. This study aims to evaluate the
adhesion profile of different isolates of P. brasiliensis and P. lutzii and analyze the expression of
adhesin-encoding genes by real-time PCR. The adhesion experiments showed that the infection
patterns vary within the same phylogenetic group.. Among the studied groups, the levels of infected
cells varied from 32 to 60% for the “S1” group, 40 to 50% for the “PS2” group, 25 to 47% for “PS3”
isolate and 25 to 52% for P.lutzii. Additionally, as determined by real-time PCR, there was not a
consistent pattern of adhesins expression, and these varied depending on the Paracoccidioides
phylogenetic species isolate. After one hour, the following genes were expressed to a greater extent:
enolase in S1; GAPDH, 14-3-3 and aldolase in PS3; 14-3-3 in PS2 and enolase in P.lutzii. It is of note
that the expression of 14-3-3 was upregulated after 10 minutes in the PS2 and PS3 groups and the
expression of this gene was downregulated in the P.lutzii.hese results showed a complex relationship
between Paracoccidioides spp. and their host and demonstrated a phylogenetic-species-dependent

arsenal used by the pathogen to adhere and cause infection.
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ABSTRACT

Paracoccidioides spp. are dimorphic fungi, etiologic agents of
paracoccidioidomycosis, disease of multiple organic implications and prolonged
evolution. The large number of tissues that this fungus can colonize and infect
suggests a variety of surface molecules for adhesion. A surprising finding is that the
majority of the proteins of the glycolytic pathway or proteins involved in tricarboxylic
acid (TCA) cycle in Paracoccidioides spp. have some adhesive properties as the
interaction with extracellular matrix acting as moonlighting proteins contributing to the
virulence of this fungus. Moonlighting proteins have multiple functions and add
another dimension to cellular complexity and benefit cells in several ways. This
subject is common in eukaryotic organisms and studies show that moonlighting
proteins from the glycolytic pathway or the TCA cycle play some role in bacterial
pathogenesis, either by acting as secreted cell signaling agents and/or cell surface
bacterial adhesins. This review highlights the multiple roles exhibited by a range of
Paracoccidioides spp. proteins, involved in the glycolytic pathway and TCA cycle as
aconitase, aldolase, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, isocitrate lyase,
malate synthase, triose phosphate isomerase, fumarase and enolase and the role
that such moonlighting activity plays in the virulence characteristics in this fungus as
well as several human pathogens during the interaction with the host and the

importance of knowing moonlighting functions to proteome studies.

Keywords: Paracoccidioides spp., moonlighting proteins, virulence, glycolytic

pathway and tricarboxylic acid cycle.



