5.2.2. Proteoma da fracio 2 de parede celular de P. [utzii apés cultivo na presenca
de hemoglobina

A fragdo 2 (F2) de parede celular foi obtida por tratamento de extratos de parede
com NaOH 30 mM, de forma que proteinas que sdo retidas por ligagdes alcali-sensiveis a
parede celular foram extraidas. A Figura 24 consiste em SDS-PAGE dos extratos F2 de

parede celular obtidos na presenca de hemoglobina e na privacao de Fe.

kDa

97- §

66-

45-

30-

20,1-

Figura 24. Extratos de fracdo 2 (F2) de parede celular. Apds 48h de cultivo de P. lutzii (Ph01) em meio
contendo hemoglobina (tratado) ou na privagdo de Fe (controle) e obtencdo da F1 de parede celular, os
sedimentos residuais foram tratados com NaOH 30 mM, a 4°C, por 18 horas. Os sobrenadantes foram
coletados, os quais correspondem aos extratos de proteinas associadas a parede celular por ligagdes alcali-
sensiveis. Os extratos foram submetidos a SDS-PAGE 12% (v/v): 1 — F2 Hemoglobina; 2 — privagdo de Fe.

Marcador de peso molecular a esquerda. kDa: Quilo Dalton. Gel corado por prata.

Os extratos de F2 também passaram por digestdo triptica, cromatografia liquida
de alta resolugdo, em nano escala, acoplada a espectrometria de massas com aquisi¢do
independente de dados e, posteriormente, analises de expressdo diferencial. As Tabelas 4
e 5 apresentam as proteinas identificadas que apresentaram regulagdo positiva e negativa,

respectivamente.
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Das 40 proteinas reguladas positivamente na F2, incluem-se aquelas relacionadas
a metabolismo celular, enderegamento de proteinas, sintese proteica, defesa e viruléncia,
dentre outras. Metabolismo celular, tal qual ocorrido na F1, também foi a categoria com o
maior nimero de proteinas induzidas, conforme Figura 25 A, que apresenta o grafico das
classificacdes funcionais atribuidas as proteinas reguladas positivamente identificadas na
F2 de parede celular. Proteinas possivelmente localizadas na superficie também foram

identificadas, conforme apresentado na Figura 25 B.

A Resgate celular, Outros
Transporte celular defesaeviruléncia 5%
% 10%

Regulagdodo
metabolismoe
fungdo protéica

%

Proteinas com
fungio de ligagdo ou
requerimento de
cofator
13%

Enderegamentode
proteinas
17%

B Peptideo Sinal
5% - e
Vias ndo-classicas
22%

Figura 25. Categorias funcionais e predi¢io de secrecio de proteinas reguladas positivamente na
presenca de hemoglobina, identificadas na F2 de parede celular. A. Classificagdes funcionais atribuidas
as proteinas reguladas positivamente identificadas na F2 apos tratamento de células leveduriformes de P.
lutzii com hemoglobina por 48h, com base na categorizagdo funcional do MIPS (Munich Information
Center for Protein Sequences — disponivel em http://mips.helmholtz-muenchen.de/funcatDB/) B. Predi¢io
de secrecdo de proteinas reguladas positivamente identificadas na F2 apds tratamento de células
leveduriformes de P. lutzii com hemoglobina por 48h. As sequéncias das proteinas foram submetidas as
ferramentas Signal P (para a predicdo de peptideo sinal — via classica de secre¢do - disponivel em
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP /) e Secretome P (para a predi¢do de vias ndo-classicas de secrecéo,
disponivel em http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/). Graficos gerados pelo sofiware Microsoft

Excel Professional Plus 2016.
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Apenas 8 proteinas reguladas negativamente foram identificadas na F2 de parede
celular, as quais foram agrupadas funcionalmente nas categorias de metabolismo, ciclo
celular, sintese proteica, proteinas com fun¢do de ligagdo e transporte celular. A Figura
26 A apresenta o grafico das classificacdes funcionais atribuidas as proteinas reguladas
negativamente identificadas na F2 de parede celular. Apenas uma proteina foi predita de

ser secretada por via ndo-classica, conforme apresentado na Figura 26 B.

A Transporte celular
Proteinas com fungao 13%
de ligagio ou

requerimento de
cofator
13%

Figura 26. Categorias funcionais e predicio de secrecio de proteinas reguladas negativamente na
presenca de hemoglobina, identificadas na F2 de parede celular. A. Classificagdes funcionais atribuidas
as proteinas reguladas negativamente identificadas na F2 apds tratamento de células leveduriformes de P.
lutzii com hemoglobina por 48h, com base na categorizagdo funcional do MIPS (Munich Information
Center for Protein Sequences — disponivel em http://mips.helmholtz-muenchen.de/funcatDB/) B. Predigdo
de secregdo de proteinas reguladas negativamente identificadas na F2 apds tratamento de células
leveduriformes de P. lutzii com hemoglobina por 48h. As sequéncias das proteinas foram submetidas as
ferramentas Signal P (para a predicdo de peptideo sinal — via classica de secre¢do - disponivel em
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP /) e Secretome P (para a predi¢do de vias ndo-classicas de secrecéo,
disponivel em http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/). Graficos gerados pelo sofiware Microsoft

Excel Professional Plus 2016.
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5.2.3. Proteoma de fraciio 3 de parede celular de P. lutzii apés cultivo na presenca
de hemoglobina

Para a obtengdo da fracdo 3 (F3) dc parede celular, que consiste em cxtratos
enriquecidos com proteinas GPl-ancoradas, P. lutzii foi cultivado na privagdo de Fe por
36h e, apds, cultivado na presenga de hemoglobina por 6h. O extrato de parede celular
obtido passou por tratamento com HF-piridina. SDS-PAGE realizada apds a obtengdo do

extrato evidenciou a pouca abundancia de proteinas no extrato, conforme Figura 27.

kDa

97-

45-

30-

20,1-

Figura 27. Extrato da fracio 3 (F3) de parede celular. Apds 6h de cultivo de P. lutzii (Pb01) em meio
contento hemoglobina e¢ obtengdo da F1 de parede celular, os sedimentos residuais foram tratados com
fluoreto hidrogenado de piridina (HF-piridina) por 4 h a 0 °C. O sobrenadante posteriormente obtido foi
precipitado com tampdo de metanol [metanol 50% (v/v); Tris-HC] 50 mM, pH 7.,8], por 2h a 0°C. Os
sedimentos obtidos foram ressuspendidos em agua ultrapura gelada. A F3 consiste em extrato enriquecido
com proteinas de parede celular GPI (glicosilfosfatidilinositol)-ancoradas. Os extratos foram submetidos a
SDS-PAGE 12% (v/v): 1 — F3 Hemoglobina. Marcador de peso molecular a esquerda. kDa: Quilo Dalton.

Gel corado por azul de coomassie.

Apesar da pouca abundancia, o extrato de F3 também foi submetido a digestio
triptica e cromatografia liquida de alta resolucdo, em nano escala, acoplada a
espectrometria de massas com aquisi¢do independente de dados. Analise descritiva foi

realizada. A  Tabela 6 apresenta as proteinas identificadas na  F3.
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Na fragdo 3 (F3) de parede celular apds tratamento de células leveduriformes com
hemoglobina por 6h, foram identificadas 71 proteinas, também relacionadas com
metabolismo celular, ciclo celular, sintese protéica, defesa e viruléncia, dentre outros. A
figura 28 A apresenta o grafico das classificagdes funcionais atribuidas as proteinas
identificadas. Salienta-se que na F3 exclusivamente foram identificadas 2 proteinas
relacionadas com a biogénese de componentes celulares, sendo essas preditas como
sendo GPI-ancoradas, conforme esperado na F3. Na F3 também foram preditas proteinas

com possivel localizagdo na superficie, conforme apresentado na figura 28 B.

A Resgatecolulas, defesa Biogénese de Fa—
& viruléncia componentes celulares &% —_—
i) » 1ol 1

Enderegamentode
proteinas
1%

B PeptideoSinal Vias n3o-¢
19

Figura 28. Categorias funcionais e prediciio de secreciio de proteinas identificadas na F3 de parede
celular. A. Classifica¢des funcionais atribuidas as proteinas identificadas na F3 apés tratamento de células
leveduriformes de P. lutzii com hemoglobina por 6 h, com base na categorizacdo funcional do MIPS
(Munich Information Center for Protein Sequences — disponivel em http://mips.helmholtz-
muenchen.de/funcatDB/) B. Predicdo de secrecdo de proteinas identificadas na F3 apos tratamento de
células leveduriformes de P. lutzii com hemoglobina por 6 h. As sequéncias das proteinas foram
submetidas as ferramentas Signal P (para a predi¢do de peptideo sinal — via classica de secregdo -
disponivel em http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP /) e Secretome P (para a predi¢do de vias ndo-
classicas de secrecdo, disponivel em http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/). Graficos gerados pelo

software Microsoft Excel Professional Plus 2016.
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5.2.4. Potenciais adesinas

Dentre as diversas proteinas encontradas na parede celular de fungos, as adesinas
consistem em importantes moléculas relacionadas com o processo de interagdo com o
hospedeiro, sendo por isso que varios estudos que investigam o papel dessas proteinas
como atributos de viruléncia para Paracoccidioides t€m sido conduzidos (PEREIRA et
al., 2007; DA SILVA NETO et al, 2009; DE OLIVEIRA et al., 2015). Dada a
importancia dessa classe de proteinas e, que a adicdo de hemoglobina ao meio de cultivo
do fungo mimetiza o ambiente encontrado no hospedeiro, verificou-se através da
ferramenta online FaaPred (Fungal Adhesins and Adhesin-like proteins Predictor) a
presenca de possiveis adesinas. Dentre as proteinas reguladas positivamente identificadas
nas fragdes F1 e F2, além das proteinas identificadas na F3 de parede celular apos
tratamento de células leveduriformes de P. [utzii com hemoglobina, algumas proteinas

foram preditas como possiveis adesinas, conforme Tabela 7.

Tabela 7. Proteinas identificadas preditas como possiveis adesinas

Cédigo de acesso® Descrigdo da Proteina® F>a e_lgrgcd Fragao¢
PAAG 01870 3-oxoacil-(acil-proteina carreadora) redutase -0,43 F1
PAAG 00403 Alcool desidrogenase 1 -0,54 F1
PAAG 07037 Calnexina -0,56 F2
PAAG 03292 Citocromo c peroxidase, mitocondrial -0,62 F1
PAAG 02686 Co-chaperona Hsp90 AHA1 -0,50 F2
PAAG 04571 Comp}exo associado a polipeptideo nascente, 035 A
- subunidade alfa
PAAG 01572 Dnal like-subfamilia C, membro 2 -0,03 EF3
PAAG 08468 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase -0,67 F3
PAAG 01139 Glucanase de parede celular 0,32 F3
PAAG 12076 NAD(P)H:quinona oxidoredutase, tipo [V -0,71 F1, F2
PAAG 08100 O-acetilhomoserino (tiol)-liase -0,63 F1
PAAG 01321 Oxidoreductase 2-nitropropano dioxigenase -0,43 F1
PAAG 02769 Piruvato desidrogenase, 20,80 F1
- componente X
PAAG 01591 Profilina -0,73 F2
PAAG 01041 Proibitina-2 -0,54 F3
PAAG 11504 Proteina com dominio de dissulfeto-isomerase  -0,63 F1
PAAG 05224 Proteina com dominio de ligagdo ao RNA -0,14 F3
PAAG 04913 Proteina com dominio RRM -0,67 F3
Proteina da familia de endoribonucleases

PAAG 08313 L-PSP (Hmfl) -0,32 F3
PAAG 00871 Proteina de choque térmico de 30 kDa -0,39 F1,F2,F3
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PAAG 06574 Proteina de ligacdo ao DNA, 42 kDa -0,46 F3
PAAG 01390 Proteina de reticulo endoplasmatico -0,57 F3
PAAG 07957 Proteina hipotética 0,38 F1
PAAG 08059 Proteina Hsp60-/ike -0,76 F3
PAAG 02111 Proteina ribossomal 40S SO -0,62 F1
PAAG 05017 Proteina ribossomal 40S S10-A -0,62 F3
PAAG 01433 Proteina ribossomal 40S S14 -0,38 F3
PAAG 07182 Proteina ribossomal 40S S7 -0,72 F3
PAAG 00969 Proteina ribossomal 60S L15 -0,14 F1
PAAG 08888 Proteina ribossomal L4-A -0,77 F3
PAAG 03900 Proteina YPTS52 de ligacdo a GTP -0,51 F1
PAAG 02354 Serina 3-desidrogenase -0,54 F2

2Cddigo de acesso da proteinas no NCBI, disponivel em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein.

"Descricgio da proteina no bando de dados de Paracoccidioides spp. disponivel em
https://www.broadinstitute.org/fungal-genome-initiative/paracoccidioides-genome-project.

“Predicdo de fungdo de adesina, cujo score deve ser igual ou maior que -0,8; predi¢do realizada pela
ferramenta FaaPred disponivel em http://bioinfo.icgeb.res.in/faap/.

Fragdo ou fragdes de parede celular na qual a proteina foi identificada.
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6. DISCUSSAO

6.1. Desafios enfrentados na expressio heterologa de PbPga7 e o advento de
perspectivas para o estudo da proteina

A utilizacdo de heme/hemoglobina por Paracoccidioides spp. consiste em um
importante atributo de viruléncia para o patégeno. Uma vez que o fungo ¢ capaz de
causar doenca multifocal por disseminagdo hematogénica e ¢ habil para a lise de
eritrocitos, a hemoglobina consiste em uma importante fonte de Fe que pode ser
explorada pelo patégeno (MACKINNON, 1959; BAILAO et al., 2014). Paracoccidioides
spp. € capaz de captar heme/hemoglobina por um processo mediado por um receptor,
denominado PhRDt5 (em analogia ao receptor RbtS descrito em C. albicans), o qual é
localizado na parede celular e apresenta dominio CFEM, dominio esse recentemente
descrito como ligante de heme (BAILAO et al., 2014; NASSER et al., 2016).

Entretanto, o fato de mutantes para PhRbt5 ainda apresentarem a capacidade de
utilizar hemoglobina, associado a presenca de sequéncias homdlogas a outros
componentes da familia de receptores de heme/hemoglobina de C. albicans, os quais
apresentam regulacdo positiva ao nivel transcricional quando o fungo ¢ cultivado na
presenga de hemoglobina, torna sugestiva a possibilidade de que ndo apenas PHRbtS5, mas
também outras proteinas atuem no processo de captacdo de heme/hemoglobina por
Paracoccidioides spp., a exemplo do que ocorre em C. albicans, no qual uma rede de
receptores participa do processo (BAILAO et al., 2014; KUZNETS et al., 2014).

Tendo isso em vista, no presente trabalho, objetivou-se a expressdo heterdloga da
sequéncia PAAG 02225, sequéncia essa regulada positivamente em nivel transcricional
quando o fungo foi cultivado na presenga de hemoglobina. Essa sequencia génica foi
inicialmente denominada por BAILAO et al., (2014), como PbCsal, assim chamada por
apresentar homologia para com a sequéncia de Csal de C. albicans. Uma vez que o
banco de dados do genoma de Paracoccidioides spp. passou por recentes atualizagdes,
fez-se necessaria nova analise de homologia entre as sequéncias (MUNOZ et al., 2014,
2016). Novo alinhamento realizado (Figura 12) evidenciou a baixa similaridade entre as
sequéncias PAAG 02225 (P. lutzii) e Csal (C. albicans). Apesar de ambas as sequéncias
apresentarem predicdo de peptideo sinal, as mesmas divergem quanto a extensdo
(PAAG 02225, 281 residuos de aminoacidos; Csal, 1018 residuos de aminoacidos),
quantidade de dominios CFEM (PAAG_ 02225, 1 dominio CFEM; Csal, 4 dominios
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CFEM), além do fato de apenas PAAG 02225 apresentar sitio predito para a adi¢do de
GPL

Csal, apesar de inicialmente ter sido descrita como componente da familia de
receptores de heme/hemoglobina de C. albicans, a caracterizagdo de mutantes para csal
nao demonstrou papel deste para o evento de utilizagdo de heme/hemoglobina pelo fungo
(WEISSMAN; KORNITZER, 2004). Em contrapartida, outra sequéncia de C. albicans,
Pga7, ¢ de relevante importancia para o evento de captacdo de heme/hemoglobina pelo
fungo (KUZNETS et al., 2014). Tendo isso em vista, alinhamento entre a sequéncia
PAAG 02225 e a sequéncia de Pga7 de C. albicans foi realizado (Figura 13). Foi
verificada maior similaridade entre as sequéncias, uma vez que as sequéncias apresentam
extensdo aproximada (PAAG 02225, 281 residuos de aminoacidos; Pga7, 219 residuos
de aminoacidos), a mesma quantidade de dominios CFEM (apenas 1 dominio, cada),
além de ambas apresentarem predi¢do de peptideo sinal e de sitios para adi¢do de dncora
de GPI. Diante dos achados, sugere-se que a sequéncia PAAG 02225 passe a ser
denominada PbPga7, ¢ ndo mais PhCsal. A proposta de alteracdo da denominacdo da
sequéncia visa a adequacdo da literatura a real similaridade existente entre as sequéncias
de P. lutzii e C. albicans, além de permitir que analogia seja feita ao processo de captagio
de heme/hemoglobina por C. albicans, uma vez que ha a possibilidade de que mecanismo
similar seja atuante em Paracoccidioides spp.

Seguindo-se a expressdo heterdloga de Ph0lpga7, o correto fragmento de DNA
referente & Pb01pga7, confirmado por sequenciamento (Figuras 14A e 14B), foi obtido, o
qual foi apds inserido no vetor de expressdo pGEX-4T-3 e a construcdo obtida utilizada
para a transformagdo de células quimiocompetentes de E. coli. Apesar de col6nias
obtidas terem sido analisadas por PCR, atestando a positividade para a presenca de
Pb01pga7 (Figura 15), diversos testes de inducio de Ph0lpga7 ndo foram efetivos, de
forma que apenas a GST (glutationa S-transferase), a qual Pb01pga7 deveria ser expressa
fusionada, foi induzida (Figura 16). A investigacdo do desenho dos oligonucleotideos
empregados no presente trabalho ndo evidenciou qualquer erro que poderia ser
responsavel por problemas como mudangas na fase de leitura, acarretando em tradugdo
truncada, o que justificaria a auséncia da inducdo de Pb01pga7.

Outra possibilidade levantada foi a de que alguma incompatibilidade no que tange
ao uso de codons preferenciais fosse responsavel pelo problema em questdo, uma vez que
dificuldades enfrentadas em expressdo heterdloga decorrentes de incompatibilidade de

codons presentes na sequéncia alvo e o uso de codons preferenciais utilizados pelos
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organismos hospedeiros empregados na expressdo heterdloga consistem em situagdes
discutidas na literatura (KANE, 1995; MAKRIDES, 1996). Tendo isso em vista, foi feita
analise da presenca de cddons raros para E. coli na sequéncia de Pb0lpga7, o que foi
confirmado (Figura 17). Foram identificados na sequéncia 21 cddons raros para E. coli.
Uma vez que no presente trabalho os oligonucleotideos utilizados geraram 92,5% da
sequéncia integral (a sequéncia comeca no “segundo ATG” da sequéncia original), o
primeiro cddon raro identificado codifica para o 9° residuo de aminoacido (CCC —
prolina) a ser inserido no momento da tradugdo. No sistema pGEX de expressdo, a
proteina recombinante € expressa fusionada a GST, a qual € inicialmente traduzida
(regido N-terminal), seguida da traducio do alvo (C-terminal) (HARPER; SPEICHER,
2011). O fato de apenas GST ter sido induzida (Figura 16) associado a presencga de codon
raro para E. coli logo no inicio do alvo, sugere a situagdo da ocorréncia de tradugdo
truncada, ocasionada por incompatibilidade de cddons presentes em Pb0lpga7 e os
utilizados preferencialmente por E. coli.

Como forma de solucionar o problema, optou-se pela sintese quimica do gene,
com otimizagdo da sequéncia (isto é, adequacdo dos codons originais da sequéncia para
os codons preferencialmente utilizados por E. coli) para expressdo em E. coli, o que foi
realizado por uma empresa especializada. O gene sintético, correspondente a sequéncia
integral de Pb01pga7, foi obtido inserido no vetor de expressdo pGEX-4T-1 (Figura 10).
Células quimiocompetentes de E. coli foram transformadas e colonias obtidas foram
submetidas a indugio, a qual se mostrou efetiva (Figura 18), uma vez que foi perceptivel
a inducdo da expressdo de uma proteina de 54,5 kDa, correspondente ao peso molecular
predito para Pb01Pga7 fusionada a GST. O alvo foi confirmado por nanoUPLC-MSF
(Tabela 1) e testes de otimizagdo da indug@o da expressdo de Ph0lpga7 também foram
realizados, porém as diversas condi¢des testadas ndo influenciaram significativamente os
niveis de expressdo (Figura 19). Em seguida, testes para a solubilizagdo de Ph01Pga7
foram realizados, uma vez que a proteina foi obtida em sua forma insolivel, em corpos
de inclusdo. Para tanto, foi empregada uma combinacdo de tratamentos com lisozima,
sonicagdo ¢ tampao contendo ureia, um agente caotropico, que resultou em solubilizagio
parcial da proteina (Figura 20).

Nao obstante, a obtencdo da proteina recombinante Pb01Pga7 abre perspectivas
para estudos subsequentes que visem a caracterizagdo da proteina quanto a investigacio
de sua fun¢fo de ligante de heme, bem como a sua localizagéo subcelular. O fato de a

proteina apresentar diversas caracteristicas (peptideo sinal, dominio CFEM e ancora para
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a adi¢cdo de GPI) presentes em outros receptores descritos em C. albicans (Rbt5 e Pga7) e
Paracoccidioides spp. (Rbt5), além de regulagdo positiva ao nivel transcricional quando
P. lutzii foi cultivado na presenca de hemoglobina, coloca PhO1Pga7 em lugar de
destaque como alvo de estudo, dada a possibilidade do mesmo atuar no evento de

captacdo de heme/hemoglobina por Paracoccidioides spp.

6.2. Analise do proteoma de parede celular de P. lutzii evidencia a regulacio
positiva da expressio de adesinas e de sistemas antioxidantes apés o
tratamento do fungo com hemoglobina

A utilizagdo de técnicas em protedmica para o estudo de processos bioldgicos
consiste numa abordagem robusta que permite a realizacdo de andlises com relevante
escala de amplitude. Paracoccidioides spp. tem sido alvo de estudos com esse tipo de
abordagem, uma vez que andlises do proteoma citoplasmatico de diferentes isolados
representantes das espécies filogenéticas que compdem o género, além de analises do
secretoma de P. lutzii (Pb01), nas formas leveduriforme e de micélio, foram realizadas
(WEBER et al.,, 2012; PIGOSSO et al., 2013). Adicionalmente, abordagens em
protedmica também foram empregadas para o estudo das adaptagdes metabdlicas que
ocorrem em Paracoccidioides spp. quando o fungo ¢ cultivado na privagdo de Fe ou na
presenga de hemoglobina, através do estudo do proteoma citoplasmatico do patdgeno
(PARENTE et al., 2011; BAILAO et al., 2014). Anilise do protecoma de parede de
diferentes isolados de P. brasiliensis também foi realizada, porém os extratos analisados
foram oriundos de cultivo do fungo em condi¢des ndo estressoras e tratamentos
diferenciais ndo foram empregados no momento de extracio das proteinas, o que pode ter
limitado a amplitude dos resultados obtidos (LONGO et al., 2014).

Uma vez que a parede celular de Paracoccidioides spp. consiste na inferface de
contato do patogeno para com o hospedeiro, a elucidagido do proteoma de parede celular é
de relevante importancia no que tange a busca por alvos que sejam imprescindiveis para
0 processo, o que deve ser feito preferencialmente em condigdes que mimetizem as
enfrentadas pelo patégeno quando no hospedeiro. Como exemplo, o estudo do proteoma
de parede celular de C. albicans apds submissdo do fungo a privacdo de Fe permitiu o
achado da regulagdo positiva da expressdo de diversas proteinas relacionadas com a

captagdo de Fe de fontes do hospedeiro, inclusive os receptores de hemoglobina Rbt5 e
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Pga7, o que demonstra a importancia que pode ser atribuida a esse tipo de abordagem
(SORGO et al., 2013).

Haja vista a complexidade do evento de captagdo de heme/hemoglobina por
Paracoccidioides spp., objetivou-se entdo, no presente trabalho, a realizacdo de analises
protedmicas da parede celular do patdgeno, apds tratamento do mesmo com
hemoglobina, utilizando a condi¢do de privacdo de Fe como controle, de forma a
investigar outras proteinas, além de PhRbt5 (e provavelmente PhPga7) que poderiam
atuar no processo. Para tanto, células leveduriformes de P. [utzii (PbO1) foram
empregadas. Tendo em vista os diferentes tipos de interacdes que permitem a associagio
de proteinas a parede celular, tratamentos diferenciais para extragdo foram empregados,
os quais resultaram em extratos proteicos de diferentes fragdes de parede celular, que
foram apds submetidos a nanoUPLC-MSE (PITARCH; NOMBELA; GIL, 2008). As
fragdes 1 e 2 (Tabelas 2-5) de parede celular foram submetidas a analises de expressio
diferencial. Os resultados oriundos da fragdo 3 (Tabela 6), obtida apenas na presenga de
hemoglobina, foram submetidos a andlise descritiva.

Quantidade substancial de proteinas identificadas como presentes na parede
celular de P. lutzii estdo relacionadas com processos classicamente caracterizados em
nivel citoplasmatico (Tabelas 2-6 e Figuras 22 A, 23A, 25 A, 26 A e 28 A), como
diversas proteinas ribossomais e fatores de tradugio (relacionadas com sintese proteica),
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e enolase (envolvidas na glicdlise), além de
histonas (relacionadas com o processamento de DNA e estrutura de nucleossomos),
dentre diversas outras. Apesar de intrigantes, os resultados obtidos corroboram para com
achados na literatura, uma vez que andlises dos proteomas de parede celular de P.
brasiliensis e C. albicans também evidenciaram a presenca de proteinas na parede celular
cuja localizagdo ¢ classicamente citoplasmatica (PITARCH et al., 2002; LONGO et al.,
2014).

Alguns autores discutem que a presenca dessas proteinas na parede celular
poderiam ser artefatos da metodologia empregada para a obtencdo dos extratos a serem
analisados, enquanto outros defendem que a ocorréncia dessas proteinas seja devido ao
fato delas serem bi ou multifuncionais (proteinas moonlighting), cujas fungdes sio
diferentes dependendo da localizag¢do subcelular (NOMBELA; GIL; CHAFFIN, 2006;
KARKOWSKA-KULETA; KOZIK, 2015). O processo empregado no presente trabalho
para a obtencdo de proteinas de parede celular foi composto por extensivas lavagens dos

extratos com solugdes com decrescentes concentragdes de NaCl, cujo objetivo consistiu

78



na remocdo de contaminantes citoplasmaticos que por ventura poderiam, por interagdes
inespecificas, estarem associados a parede celular. O processo foi efetivo, conforme
Figura 21, o que atesta que os extratos obtidos no presente estudo sdo enriquecidos com
proteinas de parede celular (PITARCH; NOMBELA; GIL, 2008).

Em adicio ao fato da auséncia de contaminantes citoplasmaticos, as proteinas
identificadas foram submetidas a analise de predi¢do de secrecdo (por via classica e/ou
ndo classica), as quais corroboraram para com a presenga das proteinas identificadas na
superficie celular. Dentre as proteinas reguladas positiva e negativamente, identificadas
na F1, respectivamente 43% e 48% foram preditas como secretadas (Figuras 22 B e 23
B). Na F2, 27% e 12% das proteinas identificadas como reguladas positiva e
negativamente, respectivamente, foram preditas como secretadas (Figuras 25 B e 26 B).
Trinta e cinco por cento das proteinas identificadas na F3 foram preditas como secretadas
(Figura 28 B). Em todas as fragcdes analisadas, as proteinas preditas como secretadas
agruparam-se principalmente ao grupo de proteinas secretadas por vias nio classicas.
Eventos ndo classicos de secrecdo de proteinas (ou seja, aqueles que independem da
presenga de peptideo sinal na porcdo N-terminal da proteina) ainda ndo sfo
compreendidos em sua totalidade, uma vez que se pode considerar que muitas proteinas
ndo preditas como secretadas, na verdade seriam secretadas por mecanismos que ainda
demandam eclucida¢do e que, consequentemente, ainda nfo estdo inseridos no algoritmo
de busca da ferramenta utilizada no presente trabalho para essas analises (BENDTSEN et
al., 2004; NOMBELA; GIL; CHAFFIN, 2006).

No que tange a utilizagdo de heme/hemoglobina por P. lutzii, ndo foi possivel a
identificagdo de proteinas diretamente relacionadas com o evento de captagcdo, como
PbRDt5 e PbPga7, o que era esperado principalmente na F3 de parede celular (Tabela 6),
que corresponde a fragdo enriquecida com proteinas GPI-ancoradas (caracteristica predita
para PbRDtS e PbPga7). Na F3, apenas duas proteinas GPIl-ancoradas foram
identificadas, ambas glucanases de parede celular. A néo identificacdo dos receptores de
heme/hemoglobina, associada a identificacdo de apenas duas proteinas GPI-ancoradas
pode estar relacionada com a pouca abundéncia dessas proteinas, uma vez que estudo
preliminar baseado em andlises in silico do transcritoma de P. brasiliensis evidenciou
transcritos codificantes para apenas 20 provaveis proteinas GPI-ancoradas (CASTRO et
al., 2005).

Apesar da ndo identificagdo de PbRbtS e PbPga7, diversas proteinas reguladas

positivamente na F1 e F2, além das identificadas na F3, foram preditas como potenciais
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adesinas (Tabela 7). Dentre essas proteinas, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase foi
descrita como adesina em P. brasiliensis, sendo apontada como de relevante importancia
no processo de infeccdo através de ensaios in vitro (BARBOSA et al., 2006). O fator de
elongacdo Tu (EF-Tu), identificado como regulado positivamente na F1 (Tabela 2),
apesar de ndo ter sido identificado como potencial adesina pela ferramenta utilizada no
presente trabalho foi recentemente caracterizado como possuindo propriedades adesivas,
sendo também importante no evento de interacdo com o hospedeiro (MARCOS et al.,
2016). A regulagio positiva da expressdo de potenciais adesinas possibilita a inferéncia
de que o tratamento do patéogeno com hemoglobina mimetiza condi¢des encontradas no
hospedeiro, o que leva o fungo a empregar moléculas relacionadas com o evento de
interagdo, uma vez que adesinas sd3o de importancia para tal (GONZALEZ;
HERNANDEZ, 2016). Paracoccidioides spp. ¢ habil em causar a lise de eritrdcitos,
porém a capacidade do fungo se aderir a eritrcitos ainda nio foi identificada (BAILAO
et al., 2014), a exemplo de C. albicans que apresenta a capacidade de aderir a eritrdcitos
e utilizar heme oriundo da hemoglobina como fonte de Fe (MOORS et al., 1992).

Outro achado importante foi o fato de que na F1 e F2, proteinas relacionadas com
resgate celular, defesa e viruléncia foram identificadas apenas entre as reguladas
positivamente apds tratamento do fungo com hemoglobina (Tabelas 2 e 4), bem como na
F3 (Tabela 6). Dentre essas proteinas, destacam-se as enzimas catalase, citocromo ¢
peroxidase e suporoxido dismutase, as quais estdo relacionadas com a defesa contra
estresse oxidativo (DANTAS et al., 2008; DE ARRUDA GROSSKLAUS et al., 2013;
TAMAYO et al., 2016). O grupo heme apresenta potencial toxico, uma vez que, quando
livre, € capaz de levar a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ASCENZI et al.,
2005). Tendo em vista o potencial toxico do grupo heme, a regulacdo positiva de
proteinas relacionadas com a defesa contra estresse oxidativo, como catalase e citocromo
¢ peroxidase, leva a inferéncia de que P. lutzii emprega mecanismos para contrapor a
toxicidade provocada pelo grupo heme e, assim, possibilitar a utilizacdo da molécula.

Nao foi possivel tragar relacdo entre o tratamento do fungo com hemoglobina ¢ a
regulacdo negativa de proteinas identificadas na F1 ¢ F2 (Tabelas 3 e 5). Adicionalmente,
diversas proteinas reguladas positivamente na F1 ¢ F2 (Tabelas 2 ¢ 4), além de outras
identificadas na F3 (Tabela 6), também ndo puderam ser relacionadas diretamente com o
evento de utilizacdo de heme/hemoglobina por P. [utzii. Apesar disso, € possivel inferir
que essas proteinas possam de alguma forma estar relacionadas em eventos de interagéo

com o hospedeiro, cuja regulagido positiva ou negativa pode ter sido desencadeada pela
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presenca de hemoglobina, que promoveu a mimetizacdo de condi¢cdes encontradas no
hospedeiro. Cabe ainda salientar que diversas proteinas podem estar associadas a parede
celular de maneira transiente, por serem na verdade destinadas & secregdo direta para o
meio extracelular ou através de vesiculas, conforme discutido na literatura (VALLEJO et
al., 2012; WEBER et al., 2012; KARKOWSKA-KULETA; KOZIK, 2015).

Os achados do presente trabalho contribuiram para a amplia¢do do entendimento
da parede celular de P. [utzii, além de terem alavancado interessantes perspectivas quanto
ao estudo de diversas proteinas identificadas nessa estrutura, sobretudo as que
potencialmente desempenham fun¢des de adesinas e de detoxificacdo. Estas perspectivas
sdo promissoras, tendo em vista que a possibilidade de descoberta de novas moléculas
que sejam essenciais para o sucesso infectivo de Paracoccidioides spp. pode culminar no
aprimoramento de métodos para diagndstico, além de expor novos alvos para terapia da

doenga.
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7. CONCLUSOES

O presente trabalho propiciou o advento de importantes achados através de
analises do proteoma de parede celular de P. lutzii, as quais evidenciaram que quando o
fungo ¢ tratado com hemoglobina, ocorre a regulacio positiva de adesinas e de enzimas
relacionadas a defesa contra espécies reativas de oxigénio. Cabe inferir que in vivo essas
proteinas sejam essenciais para que o patdogeno possa ter acesso a hemoglobina, ao
aderir-se a eritrdcitos e promover a lise desses e, adicionalmente, contrapor a toxicidade
gerada pelo heme/hemoglobina liberados dos eritrocitos para, dessa forma, tornar
permissiva a captacdo e utilizagdo dessas moléculas.

A expressdo heterologa Pb01Pga7 mostrou-se um tanto desafiadora, haja vista as
caracteristicas da proteina e os recursos empregados para a expressdo da mesma. Apesar
de nfo ter sido possivel a realizagdo da caracterizacdo de PhO1Pga7, a obtencdo da
proteina recombinante abre perspectivas para estudos futuros que visem atestar a
localizagd@o subcelular da proteina e sua capacidade de interagir com o grupo heme.

Os resultados obtidos no presente trabalho reiteram a complexidade do evento de
interagdo entre patdgeno e hospedeiro e, adicionalmente, levantam novos
questionamentos quanto a composicdo e plasticidade da parede celular de
Paracoccidioides spp., a qual contém alvos interessantes para futuros estudos, como as
potenciais adesinas identificadas ¢ que demandam investigag@o de suas precisas fungdes,
o que logicamente podera contribuir para a ampliacdo do conhecimento a respeito dessa

estrutura extremamente importante: a parede celular.
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8.

PERSPECTIVAS

Investigar a capacidade de Ph01Pga7 se ligar a hemina e hemoglobina, através de
ensaios de afinidade com resina de hemina-agarose;

Definir a localizagdo subcelular de Ph01Pga7 por microscopia eletronica de
transmissao;

Realizar estudo baseado em modelagem molecular das interagdes
intermoleculares de PhO1Pga7 e PhO1RDbLS;

Identificar genes homologos de P. [utzii pga7 nas diferentes espécies filogenéticas
de P. brasiliensis via analises in silico;

Realizar analise transcricional dos genes candidatos a homologos de Ph01pga7
em P. brasiliensis que forem identificados via analises in silico;

Obter mutante knockdown pela estratégia de RNA antisentido para Pbpga?7,;
Promover ensaios de crescimento ¢ sobrevivéncia e analises protedmicas do

mutante Phpga7 obtido.
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Anexo 1. Graficos de qualidade das analises protedmicas referentes a Fraciio 1 de parede celular de
P. lutzii obtida na presenca de hemoglobina. A. Dinamica de deteccdo das proteinas, considerando
abundancia e peso molecular destas. Circulo azul: proteinas identificadas de forma regular. Circulo verde:
proteinas identificadas de forma reversa. Circulo vermelho: padrdo (PHB). B. Tipo de deteccdo dos
peptideos. PepFragl e PepFrag2: modo de identificagdo no banco dados de Paracoccidoides pelo PLGS.
VarMod: modificag¢des variaveis. InSource: fragmentagéo ocorrida na fonte de ionizagdo. MissedCleavage:
perda de clivagem pela tripsina. NeutralLoss: perdas de precursores de d4gua, amdnia e/ou acido fosférico.
C. Exatidao de massa. O grafico demonstra acurdcia na detecgdo das massas de peptideos, em que 61,9%
dos peptideos identificados apresentaram erro de massa de 5 ppm. Analise adicionais demonstraram falsos

positivos em 0,63% dos peptideos detectados, valor baixo e que ndo inviabiliza as analises.
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Anexo 2. Grificos de qualidade das analises protedmicas referentes a Fracdo 1 de parede celular de
P. lutzii obtida na privacdo de Fe. A. Dindmica de detec¢do das proteinas, considerando abundancia e
peso molecular destas. Circulo azul: proteinas identificadas de forma regular. Circulo verde: proteinas
identificadas de forma reversa. Circulo vermelho: padrio (PHB). B. Tipo de detec¢do dos peptideos.
PepFragl e PepFrag2: modo de identificagdo no banco dados de Paracoccidoides pelo PLGS. VarMod:
modifica¢des variaveis. InSource: fragmentagdo ocorrida na fonte de ionizacdo. MissedCleavage: perda de
clivagem pela tripsina. NeutralLoss: perdas de precursores de agua, amdnia e/ou acido fosférico. C.
Exatiddo de massa. O grafico demonstra acuracia na detec¢do das massas de peptideos, em que 62,2% dos
peptideos identificados apresentaram erro de massa de 5 ppm. Andlise adicionais ndo detectaram a

presenca de falsos positivos.
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Anexo 3. Graificos de qualidade das analises protedmicas referentes a Fracio 2 de parede celular de
P. lutzii obtida na presenca de hemoglobina. A. Dindmica de detec¢do das proteinas, considerando
abundéncia e peso molecular destas. Circulo azul: proteinas identificadas de forma regular. Circulo verde:
proteinas identificadas de forma reversa. Circulo vermelho: padrio (PHB). B. Tipo de detec¢do dos
peptideos. PepFragl e PepFrag2: modo de identificacdo no banco dados de Paracoccidoides pelo PLGS.
VarMod: modifica¢des variaveis. InSource: fragmentacdo ocorrida na fonte de ionizagdo. MissedCleavage:
perda de clivagem pela tripsina. NeutralLoss: perdas de precursores de agua, amdnia e/ou acido fosférico.
C. Exatiddo de massa. O grafico demonstra acuracia na deteccdo das massas de peptideos, em que 74,2%
dos peptideos identificados apresentaram erro de massa de 5 ppm. Analise adicionais nio detectaram a

presenca de falsos positivos.
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Anexo 4. Grificos de qualidade das analises protedmicas referentes a Fragido 2 de parede celular de

P. lutzii obtida na privacdo de Fe. A. Dindmica de detec¢do das proteinas, considerando abundancia e

peso molecular destas. Circulo azul: proteinas identificadas de forma regular. Circulo verde: proteinas

identificadas de forma reversa. Circulo vermelho: padrio (PHB). B. Tipo de detec¢do dos peptideos.

PepFragl e PepFrag2: modo de identificagdo no banco dados de Paracoccidoides pelo PLGS. VarMod:

modifica¢des variaveis. InSource: fragmentagdo ocorrida na fonte de ionizacdo. MissedCleavage: perda de

clivagem pela tripsina. NeutralLoss: perdas de precursores de agua, amdnia e/ou acido fosférico. C.

Exatiddo de massa. O grafico demonstra acuracia na detec¢do das massas de peptideos, em que 72,5% dos

peptideos identificados apresentaram erro de massa de 5 ppm. Andlise adicionais ndo detectaram a

presenca de falsos positivos.
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Anexo 5. Graificos de qualidade das analises protedmicas referentes a Fracdo 3 de parede celular de
P. lutzii obtida na presenca de hemoglobina. A. Dindmica de detec¢do das proteinas, considerando
abundéncia e peso molecular destas. Circulo azul: proteinas identificadas de forma regular. Circulo verde:
proteinas identificadas de forma reversa. Circulo vermelho: padrio (PHB). B. Tipo de detec¢do dos
peptideos. PepFragl e PepFrag2: modo de identificagdo no banco dados de Paracoccidoides pelo PLGS.
VarMod: modifica¢des variaveis. InSource: fragmentacdo ocorrida na fonte de ionizagdo. MissedCleavage:
perda de clivagem pela tripsina. NeutralLoss: perdas de precursores de agua, amdnia e/ou acido fosférico.
C. Exatiddo de massa. O grafico demonstra acuracia na deteccdo das massas de peptideos, em que 80,6%
dos peptideos identificados apresentaram erro de massa de 5 ppm. Analise adicionais nido detectaram a

presenca de falsos positivos.
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