2.  JUSTIFICATIVA

O estudo de Paracoccidioides spp. ¢ consequentemente da PCM ¢é de relevante
importancia no contexto de medicina tropical, uma vez que a doenca ¢ endémica da
América Latina, com alta prevaléncia no Brasil (BRUMMER; CASTANEDA;
RESTREPO, 1993; GONZALEZ; HERNANDEZ, 2016)Nesse contexto, o estudo dos
mecanismos que Paracoccidioides spp. emprega no hospedeiro para contrapor a
imunidade nutricional e ter acesso a diversos micronutrientes, especialmente o Fe, tem
sido construido, conforme estudos disponiveis na literatura (SILVA et al., 2011;
BAILAO et al., 2014, 2015; SILVA-BAILAO et al., 2014). Uma vez que o fungo é capaz
de causar doenca multifocal por disseminagdo hematogénica (MACKINNON, 1959), via
pela qual pode ter contato com eritrocitos e consequentemente, com heme/hemoglobina,
¢ sobremaneira relevante o entendimento dos mecanismos que o patdgeno emprega para
a utilizagdo de hemoglobina como fonte de Fe.

Baildo et al., 2014, iniciaram a elucida¢io desses mecanismos, uma vez que
identificaram, via analises in silico, ortologos (rbt5, csal e csa) para com a familia de
receptores de hemoglobina de C. albicans. Esses receptores mostraram-se regulados
positivamente na presenca da molécula, através de andlises transcricionais. Os autores
seguiram com a caracterizagdo de PhRDtS, atestando a capacidade da proteina se ligar a
hemina bem como a sua localizagdo na parede celular, corroborando para com a fungéo
de receptor. Entretanto, mutantes obtidos pela estratégia de RNA antisentido para
PbRDt5, apesar de terem sofrido diminuic@o de sua viruléncia, a capacidade de utilizagdo
de hemoglobina ndo foi completamente abolida. Este resultado somado a presenca de
outros provaveis receptores identificados via analises in silico, é sugestivo de que assim
como em C. albicans, Paracoccidioides spp. apresenta uma rede de receptores que atuam
no processo. Entretanto ha pouca informagfo sobre esses outros provaveis receptores,
sendo, portanto, necessaria a investigacéo de outras proteinas que atuem no processo.

Diante disso, ¢ importante a ampliagdo do entendimento do processo de utilizagao
de hemoglobina por Paracoccidioides spp., a fim de que os mecanismos que o patdgeno
emprega para o processo sejam elucidados de maneira mais abrangente. Este trabalho,
além de contribuir para a expansido do entendimenbto da biologia de Paracoccidioides
spp., também tem sua importancia fundamentada na possibilidade de exposicdo de novos

alvos que poderao ser empregados no diagnostico diferencial e tratamento da doenga.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo geral

Expressar P. lutzii (Pb01) pga7 e analisar o proteoma da parede celular de P.
lutzii apds exposi¢do do fungo a hemoglobina, como forma de investigar os mecanismos

empregados pelo patogeno para a utilizagdo de heme/hemoglobina.

3.2.  Objetivos especificos

e Realizar clonagem e expressdo heterologa de PbOlpga7, visando a obtengdo
da proteina recombinante;

e Obter extratos de proteinas de parede celular de P. [utzii apos cultivo deste em
meio quimicamente definido contendo hemoglobina e submeté-los a
cromatografia liquida de alta resolugdo, em nano escala, acoplada a
espectrometria de massas, seguindo-se de analises proteémicas, como forma
de investigar outras proteinas que possam estar relacionadas com a utilizagdo

de heme/hemoglobina pelo patogeno, além de PhO1Pga7 e PHO1RbtS.

25



4. METODOS

4.1. Isolado e condicdes de cultivo

Para o presente estudo, foi utilizado o isolado Pb01 — P. [utzii (ATCC MY A-826),
o qual foi mantido em meio BHI (brain heart infusion) sélido suplementado com 4%
(p/v) de glicose, na temperatura de 36°C, condi¢do que permite ao fungo manter o estado
leveduriforme. Para a extracdo de RNA, visando a indugio da expressdo de Pb01pga?7,
foi seguida a estratégia descrita por BAILAO et al., (2014): células leveduriformes foram
cultivadas em meio quimicamente definido MMcM (RESTREPO; JIMENEZ, 1980) por
36 horas a 36°C, sob agitacdo e na auséncia de ferro, para a deplegdo das reservas
intracelulares do metal. Apds, foram adicionados 10 pM de hemoglobina bovina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) e as células foram coletadas apds 2 h. Para analises
protedmicas, inicialmente foi feita cultura primaria de Ph01 em meio BHI liquido,
suplementado com 4% (p/v) de glicose, por 72 h, 36°C, 120 rpm. Apos, 5.10° células/mL
de Pb01 foram transferidas para o meio MMcM, sem Fe e cultivadas por 36h, para a
deplecdo das reservas intracelulares do metal. Logo apds, as células foram transferidas
para novo meio contendo 10 pM de hemoglobina bovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). As células foram colctadas apdés 6 ou 48 h. Como controle, células foram
transferidas para meio quimicamente definido, sem Fe, com 50 pM de acido
batofenantrolino disulfonico (BPS - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), um quelante
de Fe.

4.2. Estudos de homologia

A sequéncia PAAG 02225 de P. lutzii (disponivel em
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/?term=paag_02225), inicialmente denominada
PbCsal por Baildo et al., 2014, foi submetida a novo estudo de homologia para com as
sequéncias de Csal e Pga7 de C.  albicans  (disponiveis em
http://www.candidagenome.org/cgi-bin/seqTools). As sequéncias de aminoacidos foram
alinhadas através do software ClustalX 2 (LARKIN et al., 2007). Analises in silico
adicionais foram realizadas através das ferramentas online SignalP 4.1 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), para a predi¢do de peptideo sinal; SMART
(http://smart.embl-heidelberg.de/), para a predicdo de dominios conservados e big-Pl
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Fungal Predictor (http://mendel.imp.ac.at/gpi/fungi server.html), para a predicdo de

sitios para a adi¢@o de ancora de glicosilfostatidilinosiltol.

4.3. Extraciio de RNA e sintese de DNAc

A estratégia descrita na secdo 4.1, para a indug¢do da expressdo de PhOlpga7
(PAAG_02225), foi empregada e posteriormente RNA total foi extraido por meio da
adicdo de TRIzol (TRI Reagent®, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) seguido por
ruptura mecanica das células (Mini-BeadbeaterTM — Biospec Products Inc., Bartlesvielle,
OK). A sintese de DNAc foi realizada por meio de transcricdo reversa in vitro,
empregando-se kit comercialmente disponivel (High-Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit, Applied Biosystems, USA).

4.4. Expressio heterologa de Ph01pga7

Para a amplificagdo de PbO0lpga’7 foram utilizados oligonucleotideos ja
disponiveis no Banco do Laboratério de Biologia Molecular da Universidade Federal de
Goias, denominados Ph01_CS41 Fwd2, 5’- GAATTCGATGAGTCCGGTCCTTAACC
— 3% e Pb01_CSAI Rvs, 5> — GTCGACCTAGATTATGAGAGCAAGAACCCC - 3
(bases grifadas correspondem aos sitios de restricio de EcoRIl e Sall, de maneira
respectiva), os quais amplificam 783 pb dos 846 pb da sequéncia codante, o que
corresponde a 92,5% da sequéncia integral. Apos amplificagdo [94°C — 2min; 40x (94°C -
20 seg; 60°C — 20seg; 68°C — 1min20seg); 72°C — 3min; 4°C - «], utilizando como molde
0 DNACc obtido apos cultivo do fungo na presenca de hemoglobina, conforme estratégia
anteriormente descrita, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 0,8% (p/v). Os produtos amplificados correspondentes a Pb0lpga7 foram
excisados manualmente do gel, purificados por kit comercialmente disponivel (QIAquick
Gel Extraction Kit, QIAGEN, EUA) e submetidos a sequenciamento pelo método de
Sanger (plataforma ABI3500 - Applied Biosystems), visando a confirmagdo do alvo. Em
seguida, o alvo foi digerido com EcoRI/Sall (Fermentas, EUA), visando a formacdo de
extremidades coesivas para com o vetor de expressdo pGEX-4T-3 (GE Healthcare), que
também foi digerido por EcoRI/Sall. Apds a digestdo, Pb01pga7 foi inserido no vetor de
expressdo pGEX-4T-3 por meio de T4 DNA-ligase (Thermo Scientific, EUA), seguindo

as orientagoes do fabricante.
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A construcdo obtida (pGEX-4T-3-Pb01pga7) foi utilizada para transformar
células quimiocompetentes de Escherichia coli da linhagem pLysS, por meio de choque
térmico. As coldnias obtidas foram analisadas por PCR para os insertos, de forma que as
que foram positivas foram submetidas a testes de inducdo de produgdo da proteina
recombinante. Diferentes temperaturas (15 °C e 37 °C), tempos de indugdo (30 minutos, 1
hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas e 16 horas) e concentracdes de Isopropil B-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG — 0,05 mM; 0,1 mM; 0,3 mM; 0,5 mM; 0,6 mM e 1,0 mM)
foram testados. A cada tempo em teste, as células foram coletadas e centrifugadas a
13000 g e os precipitados ressuspendidos em 50 pul. de PBS 1X (solugdo salina
tamponada com fosfato 1X; 1,4 mM KH>POs, 8 mM NaHPOs, 140 mM NaCl, 2,7 mM
KCI; pH 7,3) para cada mL inicial de cultura coletada. Para verificacdo da efetividade da
estratégia de indugdo, as amostras foram quantificadas pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976) e 5 ng de extratos proteicos foram fervidos por 10 minutos na
presenga de tampao de amostra [Tris-HC1 50 mM, pH 6,8; ditiotreitol 100 mM, SDS 2%
(p/v); azul de bromofenol 0,1% (p/v); glicerol 10% (v/v)] e submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sddio [SDS-PAGE 12% (p/v)],
seguida de coloracdo por azul de Coomassie.

Apesar de extensivos testes visando a indugfo da expressio de PhOlpga7, a
estratégia ndo foi efetiva. Codons raros para E. coli presentes na sequéncia Pb0lpga7
foram identificados através da ferramenta online RACC (Rare Codon Calculator -
disponivel em http://nihserver.mbi.ucla.edu/RACC/). Diante do fato, optou-se pela
realizacdo da sintese quimica do gene, com otimiza¢do de codons para expressdo em F.
coli, visando eliminar problemas relacionados com codons preferenciais. O gene sintético
foi inserido no vetor de expressio pGEX-4T-1, nos sitios de BamHI/Notl, o que foi
realizado pela empresa GenOne (Rio de Janeiro, Brasil). A Figura 10 consiste no mapa
do vetor obtido. A construcdo obtida (pGEX-4T-1-pga’) também foi utilizada para
transformacdo de células quimiocompetentes de E. coli da linhagem pLysS e as coldnias
obtidas foram submetidas aos testes de indugdo descritos anteriormente, a qual se
mostrou efetiva. Para confirmag@o do alvo, SDS-PAGE foi realizada e a proteina com
peso molecular de 54,5 kDa, referente a Pb01Pga7, foi digerida ¢ submeta a identificagdo

por espectrometria de massas, conforme descrito na proxima sessao.
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Figura 10. Mapa de pGEX-4T-1-pga’. O gene sintético foi inserido no vetor de expressio pGEX-4T-1
nos sitios de restricio de BamHI/Nofl. AmpR: Gene de resisténcia (p-lactamase) a ampicilina. Lacl:

repressor Lac. bps: Pares de bases.

4.5. Digestido da proteina Pb01Pga7, in gel , com tripsina

Apdés SDS-PAGE, a proteina induzida em E. coli, Pb01Pga7, foi excisada
manualmente e submetida a digestdo triptica. Para tanto, a pe¢a excisada foi lavada duas
vezes com agua ultrapura. Posteriormente, foram adicionados 100 pL de acetonitrila
100%, seguido de incubacdo por 5 minutos. O excesso de acetonitrila foi retirado ¢ a
amostra foi levada a speed vaccum para completa secagem. O procedimento foi repetido
por mais duas vezes. Apos, 30 uL de uma solu¢do de DTT 10 mM e NH4HCO3 25 mM
foram adicionados e foi realizada incubacdo a 56 °C por 1 h. O sobrenadante foi retirado
e foram adicionados 30 pL de iodoacetamida 55 mM, seguida de incubag@o por 45
minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Apds, o sobrenadante foi retirado e
foram adicionados 100 pL de NH4HCO3 25 mM e a amostra foi submetida a agitacdo
vigorosa por 10 minutos. O sobrenadante foi novamente retirado e 100 pL de uma
solu¢do de acetonitrila 50% (v/v) e bicarbonato de amoénio 25 mM foram adicionados e
novamente a amostra foi submetida a agita¢do vigorosa, agora por 5 minutos, o que foi
repetido uma vez. O sobrenadante foi retirado e o material excisado foi novamente seco
em speed vaccum. Em seguida, foram adicionados 30 pL de uma solugéo de tripsina 0,05

pg/uL e incubagdo em gelo por 10 minutos foi realizada, para a hidratagdo do material.

29



Apds, o excesso de solugdo de Tripsina foi retirado e 25ul. de NHsHCO3 25mM foram
adicionados, seguido de incubag@o por 16 h a 37 °C. O sobrenadante foi retirado e
reservado em tubo novo e a peca residual de gel foram adicionados 50 pl. de uma
solucdo de acetonitrila 50% (v/v) e acido trifluoroacético 5% (v/v), submetendo a
amostra a agitacdo vigorosa por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e transferido
para tubo novo (o que continha o primeiro sobrenadante apds 16 h sob acdo da tripsina,
como descrito anteriormente). A amostra obtida foi seca em speed vaccum, ressuspendida
em 12 pL de 4gua ultrapura, purificada em colunas (ZipTips C18 Pipette Tips, Millipore,
Bedford, MA, USA) seguindo as orienta¢des do fabricante e novamente concentrada em
speed vaccum. Os peptideos obtidos foram ressuspendidos em uma solucdo contendo
formiato de amoénio 20 mM, pH 10. A amostra foi submetida a cromatografia liquida de
alta resolugdo, em nano escala, acoplada a espectrometria de massas com aquisi¢do

independente de dados (nanoUPLC-MSF), conforme descrito na sessio 4.9.

4.6. Solubilizacido de Ph01Pga7

A proteina recombinante Ph01Pga7 foi obtida em corpos de inclusdo. Para a
solubilizagdo da proteina, foram adicionados 250 pL de lisozima 10 mg/mL (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) para cada 5 mL de precipitado oriundo do processo de
inducdo; o material foi ressuspendido em PBS 1X. A amostra foi incubada por 1h30min,
a temperatura ambiente, sob constante homogeneiza¢io. Em seguida, o material
acondicionado em gelo foi submetido a 10 ciclos de sonicagdo, cada ciclo com duragio
de 5 minutos, com descanso de 1 minuto no gelo, entre os ciclos. A amostra foi
centrifugada 13000 g por 5 minutos, 4°C e submetida a tratamento para solubilizacio,
como descrito por Nasser et al., 2016, com modifica¢des: foram adicionados 500 pL de
tampao de solubilizagdo (Tris 50 mM, Na;HPOs 50 mM, NaCl 300 mM, Uréia 8 M, pH
8,0) aos precipitados e a incubacdo foi realizada por 1 h, & temperatura ambiente, sob
moderada e constante homogeneizagdo. Posteriormente, a mistura resultante foi
centrifugada 13000 g por 30 minutos. O sobrenadante foi transferido para membranas
com nivel de exclusdo de 10-kDa (Amicon Ultra centrifugal filter, Millipore, Bedford,
MA, USA) e lavado 2 vezes com PBS 1X, para a remog¢do de uréia. A eficacia do

processo de solubilizagdo foi verificada por SDS-PAGE.
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4.7. Extracio de proteinas de parede celular

Para a obten¢o de proteinas de parede celular, a estratégia descrita por Pitarch;
Nombela; Gil, 2008, foi empregada com algumas modificagdes, conforme Figura 11.
Para tanto, apds as 48h de cultivo do fungo na presenga de hemoglobina (tratamento) ou
sob privacdo de Fe (controle) (em acorddncia com o ponto de coleta empregado por
BAILAO et al., 2014, para a analise do proteoma citoplasmatico de P. lutzii apds cultivo
do fungo também em MMcM contendo hemoglobina), as culturas foram coletadas e
centrifugadas a 800 g por 10 min, a 4° C. Os precipitados obtidos foram lavados (800 g
por 10 min a 4° C) 5 vezes com tampéo de lise (10mM Tris-HCI pH 8,5, 2 mM CaCla,
inibidor de protease 1:10). Posteriormente, as células foram ressuspendidas em tampao
Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, gelado e maceradas na presenga de nitrogénio liquido.

Apds a macerag@o, os materiais obtidos foram ressuspendidos em tampao de lise
gelado e pérolas de vidro (4 mm) foram acrescentadas. A mistura foi submetida a
agitacdo em vorfex por 1 h a 4 °C. Apos, o material foi novamente centrifugado, as
pérolas de vidro foram retiradas e os sedimentos obtidos foram lavados (800 g por 10 min
a 4° C) 5 vezes com agua ultrapura gelada; 5 vezes com NaCl 0,86 M; 5 vezes com NaCl
0,34 M e 5 vezes com NaCl 0,17 M. Os sedimentos obtidos foram tratados por duas
vezes com tampao de extracdo (Tris-HCI 50 mM, pH 7,8; SDS 69 mM; EDTA 10 mM e
Mercaptoetanol 40 mM) por 10 min a 100°C e depois centrifugados. Os sobrenadantes
obtidos foram coletados, concentrados em membranas com nivel de exclusdo de 10-kDa
(Amicon Ultra centrifugal filter, Millipore, Bedford, MA, USA) e lavados 3 vezes com
agua ultrapura gelada. Apos, foi feito tratamento com 2-D Clean Up Kit (GE Healthcare)
visando a remoc¢do de sais presentes nos tampdes utilizados, com mais trés lavagens
adicionais com agua ultrapura gelada. O extrato obtido por esse processo corresponde as
proteinas que sdo retidas ndo covalentemente a parede celular ou por pontes dissulfeto,
chamado nesse trabalho de fragdo 1 (F1) de parede celular (PITARCH; NOMBELA;
GIL, 2008).
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Figura 11. Fluxograma do protocolo de extracio de proteinas de parede celular. BHI: meio de infusdo

cérebro-coracdo. MMcM: meio quimicamente definido. Fe: Ferro. Hb: Hemoglobina. Céls/mL: células por

mL. Tampao de lise: 10 mM Tris-HCl pH 8,5; 2 mM CaCly; inibidor de protease 1:10. Tampdo de
extragdo: 50 mM Tris HCI pH 7,8; 69 mM SDS; 10 mM EDTA e 40 mM Mercaptoetanol. F1, F2 ¢ F3:

fracdes de parede celular.
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Para a obtencdo de proteinas associadas a parede celular por ligagdes alcali-
sensiveis, os sedimentos residuais obtidos apds o tratamento com tampdo de extragdo
foram lavados 5 vezes com agua ultrapura gelada, 5 vezes com tampdo de acetato de
sodio 0,1 M, pH 5,5 e incubados com NaOH 30 mM por 18 h, a 4 °C. Apos o tratamento,
o material foi dialisado por 16 h contra dgua ultrapura. Posteriormente, o material foi
centrifugado, concentrado e lavado conforme descrito anteriormente. O extrato
resultante, chamado nesse trabalho de fragao 2 (F2) de parede celular, ainda foi tratado
com N-Glicosidade F (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), conforme orientacdes do
fabricante, para a remoc¢do de N-glicosilagdes.

Visando a obtencdo de extrato enriquecido com proteinas de parede celular GPI
(glicosilfosfatidilinositol)-ancoradas (fragdo 3 — F3), a estratégia de cultivo anteriormente
descrita foi empregada, porém o tempo de cultivo na presenga de hemoglobina foi de 6h.
A coleta do ponto de 6h para a obten¢do da F3 deveu-se ao fato de que os transcritos
codificantes para PbRbtS e PbPga7 sofrem regulagdo positiva, quando o fungo é
cultivado na presenca de hemoglobina, ja em 2 h de exposi¢io ao estimulo (BAILAO et
al., 2014). Adicionalmente, a possibilidade de identificar PbRbt5 e PhPga7 na F3 seria
maior, uma vez que essas sio preditas como proteinas GPI-ancoradas (BAILAO et al.,
2014). Foram seguidos, entdo, os procedimentos para a obtengdo de proteinas de parede
celular, conforme descritos anteriormente. O sedimento residual obtido apds o tratamento
com tampdo de extracdo também foi lavado 5 vezes com agua ultrapura gelada, 5 vezes
com tampao de acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 e apos, liofilizado, pesado e submetido a
tratamento por 4 h, a 0 °C, com 10 pL de fluoreto hidrogenado de piridina (HF-Piridina -
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) para cada mg de peso seco do sedimento obtido
apods o procedimento de liofilizag@o. Posteriormente, o material foi centrifugado a 13000
g, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e submetido a precipitacdo com tampao [metanol
50% (v/v); Tris-HCI 50 mM, pH 7,8], por 2 h a 0 °C. Apds, o precipitado foi lavado
(13000 g, a 4 °C) 3 vezes com o tampdo acima e ressuspendido em agua ultrapura gelada

(BAILAO et al., 2014). Todos os extratos obtidos foram submetidos a SDS-PAGE.

4.8. Preparo de amostras complexas para nanoUPLC-MSF

Os extratos proteicos de parede celular obtidos foram quantificados pelo método
de Bradford (BRADFORD, 1976). Apos, 300 pg dos extratos F1 e F2, obtidos apds

exposicdo a hemoglobina e na privagdo de Fe, além de 50 pg do extrato F3, obtido apds

33



exposicdo a hemoglobina, foram preparados para serem submetidos a cromatografia
liquida de alta resolu¢do, em nano escala, acoplada a espectrometria de massas com
aquisicdo independente de dados (nanoUPLC-MSF), conforme descrito anteriormente
(MURAD et al., 2011). Inicialmente, 10 pL. de NH4sHCOs; 50 mM, pH 8,5, foram
adicionados as amostras. Em seguida, como agente surfactante, foram adicionados 25 pL
de uma solucdo de RapiGest 0,2% (p/v) para cada 50 pg de proteina e a mistura foi
incubada a 80°C, por 15 minutos. Apds o periodo de incubagdo, 2,5 pL. de DTT 100 mM,
um agente redutor, foram adicionados e nova incubagdo, a 60 °C, por 30 minutos, foi
realizada. Ao fim do periodo de incubacgio, aguardou-se que as amostras atingissem
temperatura ambiente e 2,5 pL de lodoacetamida 300 mM, um agente alquilante, foram
adicionados e a mistura permaneceu em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente,
ao abrigo da luz. Em seguida, as amostras foram submetidas a digestdo triptica. Para
tanto, foram adicionados 10 pL. de uma solu¢fo de tripsina 0,05 pg/uL para cada 50 pg
de proteinas e incubagdo a 37 °C por 16 h foi realizada. Posteriormente, para a
precipitacdo do agente surfactante, foram adicionados 10 pL de acido trifluoroacético 5%
(v/v) para cada 50 pg de proteinas e incubago ainda a 37 °C foi realizada por mais 90
minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas 13.000 g por 30 minutos, a 4 °C e
os sobrenadantes foram transferidos para tubos novos. O processo de centrifugacdo foi
repetido até que ndo houvesse mais a formacdo de precipitado. As amostras foram
concentradas em speed vaccum, ressuspendidas em 12 pL. de agua ultrapura, purificadas
em colunas ZipTip Pipette Tips (ZipTips C18 Pipette Tips, Millipore, Bedford, MA,
USA) seguindo as orientagdes do fabricante e novamente concentradas em speed vaccum.

Os peptideos obtidos a partir da digestdo dos extratos F1 de parede celular foram
ressuspendidos em 60 pL de solucdo contendo formiato de amonio 20 mM, pH 10 com
200 fmol/pL de PHB (Rabbit Phosphorylase B) (Waters Corporation, Manchester, UK)
(MassPREP™ protein). Os peptideos obtidos a partir da digestdo dos extratos F2 de
parede celular foram ressuspendidos em 60 pL de solugido contendo formiato de amdnio
20 mM, pH 10 com 80 fmol/uL. de PHB. Os peptideos obtidos a partir da digestdo dos
extratos F3 de parede celular foram ressuspendidos em 60 pL de solugdo contendo
formiato de amdnio 20 mM, pH 10 com 50 fmol/uL de PHB. PHB foi utilizado como
padrdo interno. As amostras obtidas foram submetidas a cromatografia liquida de alta
resolugdo, em nano escala, acoplada a espectrometria de massas com aquisi¢io

independente de dados (nanoUPLC-MSF), conforme descrito na sessdo subsequente.
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4.9. Cromatografia liquida de alta resolucio, em nano escala, acoplada a
espectrometria de massas

As amostras que passaram pelos tratamentos de digestdo triptica descritos nas
secdes 4.5 e 4.8 foram submetidas a cromatografia liquida de alta resolugdo, em nano
escala, por meio do sistema ACQUITY UPLC® M-Class (Waters Corporation, USA). O
fracionamento dos peptideos foi realizado em uma pré-coluna de fase reversa XBridge®
Peptide 5 um BEHI130 C18 300 um x 50 mm (Waters, USA), sistema que foi mantido em
fluxo de 0,5 pl/min com uma condicdo inicial de acetonitrila (ACN) de 3%, o que
consistiu na primeira dimensfo. Os peptideos foram submetidos a 5 fracionamentos (F1-
F5), propiciados pelo emprego de diferentes gradientes lineares de concentragdes de
ACN (F1-11,4%; F2-14,7%; F3-17,4%; F4-20,7% e F5-50%). Para a realiza¢do da
segunda dimensdo, cada fragdo foi eluida em coluna de aprisionamento Trap, 2D
Symmetry® 5 um BEHI00 CI18, 180 pm x 20mm (Waters, USA) ¢ passaram por
separagdo em coluna analitica Peptide CSH™ BEH130 CI18 1,7 pm, 100 pm x 100 mm
(Waters, USA), em fluxo de 0,4 pL/min a 40 *C. A proteina [Glul]-Fibronopeptide B
human (GFP - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) foi utilizada para calibragdo de
massa, a qual foi mensurada a cada 30 segundos e em fluxo constante de 0,5 pL/min.
GFP foi utilizada na concentracdo de 200 fmol/pL. A identifica¢do e quantificagdo dos
peptideos foram realizadas por um espectrometro de massas Synapt GI MS™ (Waters,
USA) equipado com uma fonte de NanoElectronSpray e dois analisadores de massa [um
primeiro quadrupolo e o segundo tempo de véo (TOF) operando em modo V], operando
em modo MSF, que faz a troca entre energia baixa (6V) e energia alta (40V) em cada
modo de aquisi¢do 0,4 s. Trés réplicas experimentais foram realizadas para os extratos F1

e F3 analisados. Para o extrato F2 foram realizadas duas réplicas experimentais.

4.10. Processamento dos espectros e analises protedmicas

Ap6s nanoUPLC-MSE, o processamento de dados foi realizado através do
software ProteinLynx Global Server version 3.0.2 (PLGS) (Waters, Manchester, UK), o
qual permitiu a determinagdo do tempo de retengdo de massa exata (EMRT) dos
peptideos bem como inferir o peso molecular destes, através da razéo massa/carga (m/z).
Para a identificagdo de peptideos, os espectros obtidos (juntamente com sequéncias

reversas) foram comparados com sequéncias disponiveis no banco de dados de P. [utzii
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(Pb01) (https://www.broadinstitute.org/fungal-genome-initiative/paracoccidioides-
genome-project). Os critérios de identifica¢do das proteinas incluiram: (i) deteccdo de no
minimo dois ions por fragmentos de peptideos, (ii) cinco por fragmentos de proteinas,
(ii1) determinagdo de pelo menos um peptideo por proteina, (iv) taxa de deteccao de falso
positivo de no maximo 4 %, (v) carbamidometilagdo da cisteina, (vi) oxidagdo da
metionina, (vii) fosforila¢do da serina, treonina e tirosina, (viii) e um sitio de clivagem
perdida pela tripsina foi permitido. O erro de massa toleravel para identificacdo dos
peptideos foi de até 50 ppm. Os graficos de qualidade (Anexos 1-5) referentes as corridas
foram gerados através dos softwares MassPivot vi.0.1 (gentilmente cedido pelo Dr,
André Murad) e FBAT software (LAIRD et al., 2000) e Spotfire® v8.0 (TIBCO Software
Inc.®), Microsoft Office Excel (Microsoft®, USA). Foram incluidas nas analises
subsequentes proteinas presentes em pelo menos duas das trés réplicas experimentais dos
extratos F1 e F3. Dos extratos F2, foram incluidas apenas proteinas presentes nas duas
réplicas experimentais.

Os dados obtidos referentes aos extratos de proteinas de parede F1 e F2 foram
submetidos a analise de expressdo diferencial. Para tanto, inicialmente, as proteinas que
apresentaram menor coeficiente de varidncia e que foram detectadas em todas as réplicas
foram utilizadas para normalizacdo de intensidade. Apds, o Algoritmo de Expressio
(Expression®), que faz parte do software PLGS (GEROMANOS et al., 2009), foi
utilizado para as andlises de expressdo diferencial. Foram consideradas reguladas
proteinas com diferencas (fold change) + 0,5 entre a quantificacdo no extrato obtido na
presenca de hemoglobina x privacdo de Fe. O extrato F3 de proteinas de parede, obtido
na presen¢a de hemoglobina, foi submetido a analise descritiva. A classificacdo das
proteinas obedeceu a categorizacdo funcional do MIPS (Munich Information Center for
Protein Sequences - http://mips.helmholtz-muenchen.de/funcatDB/) suportada por outras
ferramentas online, as quais foram o UniProt (http://www.uniprot.org/), PEDANT
(http://pedant.gsf.de/) e KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes -
http://www.genome.jp/kegg/). Foi realizada investigagdo de homologia de proteinas
hipotéticas identificadas através da ferramenta online BLASTp (Basic Local Alignment
Search Tool - https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins).

As sequéncias proteicas ainda foram submetidas a andlises in silico adicionais
para a predicdo de peptideo sinal, através da ferramenta online SignalP 4.1 Server. Para a
predicdo de secregdo por vias ndo cléssicas, foi utilizada a ferramenta online SecretomeP

2.0 (disponivel em http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/). Para a predicdo de
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dominios conservados e sitios para a adicdo de ancora de glicosilfosfatidilinositol, as
ferramentas também online SMART e big-PI Fungal Predictor foram utilizadas,
respectivamente. A predicdo de potenciais adesinas foi realizada através da ferramenta

online FaaPred (disponivel em http://bioinfo.icgeb.res.in/faap/).
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5. RESULTADOS

5.1. Expressao heteréloga de Pb01pga7

Tendo em vista que a utilizagdo de hemoglobina como fonte de Fe por
Paracoccidioides spp. consiste em um importante atributo de viruléncia para o patdgeno
e que o entendimento dos mecanismos moleculares empregados pelo fungo para tal ainda
necessita ser expandido, objetivou-se a caracterizagdo de um outro provavel receptor de
hemoglobina, proposto por BAILAO et al., 2014. O codigo de acesso desse provavel
receptor é PAAG 02225 (disponivel em
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_002795519.2) ¢ foi inicialmente denominado

PbCsal, devido a homologia que apresentava para com Csal de C. albicans.

5.1.1. Novo estudo de homologia da sequéncia PAAG_02225

Apds a publicacdo do trabalho de BAILAO et al., 2014, o genoma de
Paracoccidioides spp. passou por atualizagdes (MUNOZ et al., 2014, 2016), as quais
resultaram em alteracdes na sequéncia PAAG 02225 inicialmente publicada. Tendo isso
em vista, foi realizada nova analise de homologia da sequéncia PAAG_ 02225 para com a
sequéncia de Csal de C. albicans, conforme Figura 12, que evidenciou baixa
similaridade entre as sequéncias. Uma vez que PAAG 02225 apresenta dominio CFEM,
caracteristica que sugere funcéo da proteina no evento de captacdo de heme, a homologia
da sequéncia para com Pga7, um dos componentes da rede de receptores de heme em de
C. albicans, foi investigada, conforme Figura 13. Surpreendentemente, a sequéncia
PAAG 02225 apresenta maior semelhanga para com Pga7 de C. albicans e, por isso,
sugere-se que a sequéncia seja denominada ndo mais PhCsal, mas sim, PhbPga7, como
forma de analogia ao evento de capta¢do de heme que ocorre em C. albicans, e que

possivelmente ocorre de maneira similar em Paracoccidioides spp.

38



6¢

Sup2IqIp ") 0D g7 X[EISN[D 9IEMIJOS O UI0D OPBZI[BAI OJUSWIEYUI[Y 'SEPRI[EAE SEIOUINDAs sep SOPIopourlie SO oIjUd OPEPLIB[IWIS € SJUSOSOIOdP BIIQUBI 3P WEISUOUWSP
9 1 so[oquuls SO 'SEIougNbas St onud SOPEAIOSUOD SOPIOBOUTUE WEOIPUI SOOLISISY "OY[OULIdA TIO SOPBOBISOP IS-WENUuooud (Juny Ioales 13uny/ids e oe dwr jopuow//:duy
wo [oAruodsip “10301pa1d [eSung [d-31q auijuo ejudweld) e[od sojpard) [0jisouripeysoj[1sodr3 op oedipe © eied sonIg ‘[Nze WO SOPBILISOP ‘OIUIWOP OP SOONSLIOJOBIBD
€D — BUIISIO OP SONPISAI SO WOD ‘BZUIO WD SOPLAIqUIOS IS-WRIU0OUD (/9P 310qopIoy-[quuioirews//:dny wo [oAruodsip ‘INVINS 2ujuo eyuowrelsd) efd soypaid) INHHD
SOTUITO(] ‘SOPBYUIQNS OS-TUBIUOIUD (/J[BUSIS/SOIAIIS P MIP SqQO° Mmm//:d1T 1wd [oATUOdSIp ‘TOAISS [} JIeuSIS autjuo eyuoweliof ejod soypaid) steurs soopndog “suvoiqpp
") op (soprogourwue ap sonpisal §10[) [es) op eordjoxd erougnbas & o (T'G1SS6LT00 dX/Urerord/AoS yruwpu-iqou mma//:sdiy wo [9ATU0dsIp - soprogourue ap sonprsar

182) S$TTT0 DVVJ op eorojoid erougnbas © onuo epezIjeal 10§ BISOTOTOY 9p JSI[EUR BAON ‘SUDIIGID *) 3P Tes) Wod STTI0 DVVJ eruanbas ep oyuwsweyury 71 eansiy

14 T9AIAISYATISHLSYININYWNY IYAS HINYYALYOSA9 LTI SSALNLINATALS I [B=0ED
............................................................. 52220 9Yvd

GOV SYIVAVLOVATAVISS HOYHVYS TOASYY SSOAVYTS LONVAYSHOAZA TSSAINWY ASNY S STS STES HOSY IATLNHYVAYSINAST 1501 SSEOMANS LIANADIS SYSYDIS 125080
........................................................................................................................ 62220 O¥Vd

P v FEE g W MRl EL R TN e Ey W R LR
WSS 0ATOVEsDAVYYSIOODAESAHLI IALSLIATOSINL IAMALIIdDLISYHAS LS 180V I LSNDASSdYAS IS I¥SSENNSAVYSYE SHNY S0Sd AASYOSSNNSAVYAADSEN T¥s0%0
|||||||||||||||||||||||||||| IITVTASADAYOVHA-——————————————————dTTHNYVYSTId T I IS SSAVS SIS UVdAHALIDO¥YNS SAIDAINS OHIIWIdASd ——— GZZZ0 9I¥¥d

¥% #7777 R £ : ¥

SSdVYSAS SNSd VYSYASNNYSOS SYYS L a0 ADSYS ESYS YATSYSAS LYAY IVYYNTSSOANY 4 TWMAJOMASYASDIS SOTS INSAAQDDHDNEVIOS D TWDOVAIdWIDTIDIAMAS Tes080
||||||||||| AIed IS dASASE TN S dAd A T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T S e T e e e T T o ARG CZZZ0 9vYd
T Crgtereegl v g @ velome 3L aee g weer 6 e ee gz weoe o eq L geate el s we we ¥ e
OdIADIND INDIMYOEdIBAATHAVAONT SYINVASd ATLAANIEdISdVS LI ISSHESSIaVAD0SYL3Sd0 S5 354 3OSV I ASYSASId AVINVASTSSHASYA THMAG YNADYAS Tes0®0
¥ddA-——""———"—"7"""7""""—""— SWSJASJYSdTSASIAZI IASIAIIATISANIDIVSSASIASIASIASAT SAANSHIJ TITINALI TAALAS TITAV-9IL LN IdVOVsa GZZZ0 oWYd
s ¥ 7 3L SIITTgTI st 1% H T " a ¥ & " ixig "y "y B ™ "t iyt -
JASISTSIASATADONOSAVADSD INOVADIHADTIOOWIMAdO -~ - LT OIND IRDA DA TOAATIAYION ISYIHIILS LIS SSSIVSEadYSl 19510088 1955 13540885 19V Tes0RD
DATHOVHATYIATIVIONIO A ATID A9FS HOTOd ADS S 809 AdWA D TLIAADDHADd YT ———-—- - —— - ———~ NIAd SHOOOAYINITI TIOVIVI I W ——— ——————————~ GZZZ0 9¥vd
0SS EASDSSAVEISS IAASDISS SAAY IWWYSTSSOANYE AWMA dOMADYASDISEOTSINSANADONONEV IDSD IVIV A LAWIDTODRAMAdDd IAD LNDANO VO EdT0aA 1 50V TesDED

........................................................................................................................ 57720 ovvd

JONISVINVASdAILAINTEdLISdYSLILSSEASSLEIVIIS VA0 ESSLESSIAVdESSSLIVdISSSLIVd0SSIASUSS OV SS1IEAdDE SSEVAYIVYYSTSSOANYIAWMAS AMA




PRAG 02225 MEAITALAGLL---—---————-— [ LTATAVCODMSPVLNLAP-CPRGCVFDTLCEAPDY
CaPga’l MHFIFYLILLVSAADYGNFGTYPKVPKTASINGFADPIYDLLPDCARECVKFSTSNTP--

ke sk d ke . .k

-CPYWDTGCFCVMPOWAGLVGQCVAQKCKGEDVASARFLATSLCS
* - * #*

+ &k = LT .k *

PAAG 02225 LTLPVPTVVLPTVNPLPEPPRSNVPSIPSV
Cabgal  ==ee- NTWMME

PAAG 02225
o212 1 A ———— KTAKSWVTAPGSAAG

* ok

PAAG 02225

CaPga’l

Figura 13. Alinhamento da sequéncia PAAG_02225 com Pga7 de C. albicans. Analise de homologia foi
realizada entre a sequéncia proteica de PAAG_02225 (281 residuos de aminodcidos - disponivel em
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_002795519.2) e a sequéncia proteica de Pga7 (219 residuos de
aminoacidos) de C. albicans. Peptideos sinais (preditos pela ferramenta online SignalP 4.1 Server,
disponivel em: http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) encontram-se sublinhados. Dominios CFEM
(preditos pela ferramenta online SMART, disponivel em http://smart.embl-heidelberg.de/) encontram-se
sombreados em cinza, com os residuos de cisteina — C, caracteristicos do dominio, destacados em azul.
Sitios para a adigdo de glicosilfosfatidilinositol (preditos pela ferramenta online big-PI Fungal Predictor,
disponivel em http://mendel.imp.ac.at/gpi/fungi_server.html) encontram-se destacados em vermelho.
Asteriscos indicam aminodacidos conservados entre as sequéncias. Os simbolos : e . demonstram de maneira
decrescente a similaridade entre os aminoécidos das sequéncias avaliadas. Alinhamento realizado com o

software ClustalX 2. Ca: C. albicans.

5.1.2. Amplificacido de Ph01pga7 e confirmacio do alvo por sequenciamento

Como passo inicial para a caracterizagdo de PbPga7, a estratégia de expressido
heterdloga foi empregada. A sequéncia gendmica de Pbpga7 de P. lutzii (PbO1) ¢
interrompida por introns, fato que fez necessaria a extracdo de RNA e sintese de DNAc,
para apos realizar a amplificagdo do alvo. Para a obteng¢fo de copias do RNAm de
Pb01pga7 em quantidade significativa, foi empregada a estratégia de cultivo do fungo na
presenga de hemoglobina descrita por BAILAO et al., 2014, os quais demonstraram a
regulacdo positiva de Ph01pga7 em nivel transcricional, quando o fungo foi cultivado na
presenga de hemoglobina. A amplificagdo de Pbh01pga7 por PCR foi efetiva, conforme
evidenciado pela Figura 14 A. O alvo ainda foi confirmado através de sequenciamento

pelo método de Sanger, conforme Figura 14 B.
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5.1.3. Confirmacéo de clonagem por PCR de colonias

Apdés a confirmagdo do alvo por sequenciamento, seguiu-se com o0s
procedimentos para expressdo heteréloga. Foi realizada a ligacdo do fragmento de DNA
de Pb0lpga7 (inserto) no vetor de expressdo pGEX-4T-3. A constru¢do pGEX-4T-3-
Pb01pga7 foi utilizada para a transformacdo de células quimiocompetentes de E. coli da
linhagem pLysS. As colonias obtidas apos o processo de transformag@o foram analisadas
por PCR para a verificagio presenga da construcdo pGEX-4T-3- Pb01pga7, conforme
Figura 15.

Figura 15. Triagem de colénias para pGEX-4T-3-pga” por PCR (Polymerase Chain Reaction). Células
quimiocompetentes de E. coli da linhagem pLysS foram submetidas a transformag@o por meio de choque
térmico, para otimizar o recebimento da constru¢do pGEX-4T-3-pga’. Coldnias obtidas apds a
transformacdo foram analisadas para a positividade ou ndo da presenga da construcdo pGEX-4T-3-pga7
através de PCR. Os produtos obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v). Raias
numeradas de 1 a 9: col6nias positivas representativas de um processo de extensiva triagem de um grande
nimero de coldnias. A positividade estd no fato da identificacdo de fragmentos de DNA do tamanho
proximo ao esperado (783 pb) terem sido obtidos. Marcador de peso molecular a esquerda. pb: pares de

bases. C-: controle negativo.
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5.1.4. Inducio da expressio de Ph01pga7

Diversas coldnias que receberam a construcdo pGEX-4T-3-Pb01pga?’,
confirmadas por PCR, foram submetidas a testes de indugfo da expressdo de Pb01pga7.
Diferentes concentragdes de IPTG, tempos de indugfo e inclusive temperaturas foram
testadas, porém nenhuma das estratégias mostrou-se efetiva, uma vez que apenas GST (a
qual Pb01pga7 deveria ser expressa fusionada) foi induzida, conforme evidenciado pela
Figura 16, que consiste em um resultado representativo de um dentre os extensivos testes

realizados durante o desenvolvimento desse trabalho.

30 minutos 1ih 3h

TO0 03mM 06mM 03mM O6mM 03mM 0,6 mM

Figura 16. A inducio da expressio de Pb01pga7 nio foi efetiva. Gel representativo de testes de indugdo
de col6nia positiva para pGEX-4T-3-Pb01pga7. Diferentes tempos (30 min, 1 h e 3 h) e concentragdes de
IPTG (isopropil B-D-tiogalactopiranosideo - 0,3 mM e 0,6 mM) foram testados. A inducdo ocorreu a 37 °C,
sob constante rotacdo. Antes da adigdo de IPTG, foi coletada aliquota (TO — tempo zero) destinada para
controle na andlise de indug@o de expressdo. A cada tempo em teste, aliquotas foram coletadas. Para
verificagdo da efetividade ou nfo da estratégia de indugdo, as amostras foram submetidas a SDS-PAGE
12% (v/v). Esperava-se que apds a indugdo, fosse perceptivel o aumento de intensidade de uma proteina de
54,5 kDa, correspondente a Pga7 fusionada a GST. Outra proteina de 26 kDa, correspondente a GST
(glutationa S-transferase) foi perceptivel (seta), demonstrando a existéncia de problemas na estratégia
empregada. Extensivos testes com outras colénias positivas, além de outras concentragdes de IPTG,
temperatura e intervalos de tempo foram realizados, porém também se mostraram ndo efetivos. Marcador

de peso molecular a esquerda. kDa: Quilo Dalton. Gel corado por azul de coomassie.
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5.1.5. Investigacio da presenca de cédons raros para E. coli na sequéncia de
PbO01pga7

Tendo em vista a ocorréncia da inducdo da expressdo de GST, mas néo a indugio
da expressdo de GST-Ph01Pga7, suspeitou-se de problemas na inser¢do do Ph01pga’ no
vetor de expressdo. Inicialmente, os oligonucleotideos utilizados foram investigados, os
quais além de empregados na amplificagdo do alvo, também geram adaptadores para o
evento de insercdo do gene no vetor de expressdo. Entretanto, analises in silico nio
levaram a qualquer evidéncia de problemas devido a erros no desenho dos
oliognucleotideos, erros que poderiam resultar na inser¢do incorreta do gene no vetor de
expressdo, causando mudanga na fase de leitura e, consequentemente, problemas para o
momento de tradugdo. Outra possibilidade levantada foi a de que haveria a presenca de
cddons raros para E. coli na sequéncia de PhOlpga7, o que poderia ser a causa de
problemas no evento de traducdo, o que foi confirmado, conforme Figura 17, onde varios

cddons raros para E. coli foram identificados na sequéncia de Ph01pga?7.

atg aag gcc atc att gcc ctt gcect ggg cte cte atc ctg acc gcc aca gcc gtg
tgt caa gat atg agt ccg gtc ctt aac ctt get tgc cct AGG gga tgt gtce
ttc gac acc ctt gga aag gcc cct gat tat ggc tge tece tce agt gac gtt

tgt ctc tgt aag agc gaa ggg tat cag cgt gaa gtc aag aaa tgt gtc cag gag

aaa tgc act gct gag gaa gtc gaa gcc ttg gac aaa gect ggt cgt gaa gtc tgt

gat agt gct gga gct cct att zag acc acc act gga gct gat ctt acc
ctt cca gtt act gtt gtg ctg cca act gtc aat cect ctce cet gaa cct
cgg tca aat gtt cca tcect att cca tect gtc cca tet gte cca tet gte tct
gtt tca tct gct cct caa aaa gtc gtt tca act att gtt ATA cect gtt tet
gtt act cct gaa gtc cct tecg gtt agt ctc tct get cct tet gtg tet
atg tct gtec cct gce cct gag ttg tcc gta cct gte tct gecc cct
gag ttg tcc gta tet gtt cct tece ctt cect tee ctt get ccea agt gte
cct act gce cca ggt atg gga tcecc atg aca gtt cag gtg tca tcc aac gca

gga act acc tac atg gat cecg gct AGC agt act tca tet get gtc tcece age tet

acc atc gag cca ttc ctt ggc gca gca aat atg CITA ttg cce gtg cat gca ggt

gce gtt gge gtc ggg gtt ctt get cte ATA atc tag

Figura 17. A sequéncia de Pb01pga7 apresenta cédons raros para expressio em E. coli. A sequéncia
de PbOlpga7 (disponivel em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=paag+02225) foi submetida a
ferramenta RACC (Rare Codon Calculator - disponivel em http://nihserver.mbi.ucla.edu/RACC/) para a
busca de codons raros para E. coli. Diversos cddons raros foram identificados na sequéncia, fato que
evidenciou a necessidade da sintese quimica do gene, com sequéncia otimizada para a expressdo em E.
coli. Em caixa alta e sublinhados, estio destacados os cddons raros identificados na sequéncia. CCC: cddon

para prolina. AGG: c6don para arginina. ATA: cddon para isoleucina. CTA: codon para leucina.
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5.1.6. Expressio de Pb01pga7 apos obtencio da sequéncia com codons otimizados

Uma vez confirmada a presenca de cddons raros na sequéncia de Pb0lpga7, fez-
se necessaria a sintese quimica do gene, de forma que os cédons fossem otimizados para
a expressdo em E. coli, o que foi realizado por uma empresa especializada. Apos a
obten¢do do gene sintético, o qual veio inserido no vetor de expressdo pGEX-4T-1, a
construgfo foi utilizada para a transformagio de células quimiocompetentes de E. coli, da
linhagem pLysS. Colonias obtidas apos a transformag@o foram submetidas a indugéo da

expressao de Ph01pga7, a qual se mostrou efetiva, conforme Figura 18.

0 0,5mM -2h

kDa
97-

45-

20,1

Figura 18. Inducio da expressio de Pb0lpga7 a partir de gene sintético inserido no vetor de
expressio pGEX-4T-1. Células quimiocompetentes de E. coli da linhagem pLysS foram submetidas a
transformagdo por meio de choque térmico, para otimizar o recebimento da constru¢do pGEX-4T-1-pga7,
na qual pga7 sofreu otimizagdo de cddons para expressdo em E. coli. Para verificar a efetividade da
expressao, colonias isoladas foram submetidas a indugio. Inicialmente apenas uma concentragao de IPTG
(isopropil B-D-tiogalactopiranosideo - 0,5 mM) foi utilizada, com periodo de indug@o de 2h. Ao final do
periodo, as amostras foram coletadas e submetidas a SDS-PAGE 12% (v/v). Foi perceptivel o aumento de
intensidade de uma proteina de 54,5 kDa (seta), correspondente a Pga7 fusionada a GST. Marcador de peso

molecular a esquerda. kDa: Quilo Dalton. TO: tempo zero. Gel corado por azul de coomassie.
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Para a confirmacdo do alvo, a proteina de 54,5 kDa referente a Ph01Pga7 foi
excisada de gel obtido apoés SDS-PAGE e submetida a digestdo triptica. Posteriormente,
os peptideos obtidos foram submetidos a cromatografia liquida de alta resolugdo, em
nano escala, acoplada a espectrometria de massas, com aquisi¢do independente de dados,

técnica que confirmou que a proteina em questiio realmente se tratava de Pga7, conforme

Tabela 1.

Tabela 1. Identificagdo de Ph01Pga7 (PAAG 02225) por nanoUPLC-MSF

Cddigo de acesso® Descri¢do da Proteina® Score®

PAAG 02225 Proteina hipotética 4082,16

abCodigo de acesso e  descricio da  sequéncia, respectivamente,  disponivel em
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein

cScore de identificagdo da proteina por nanoUPLC-MSE

Adicionalmente, visando a padronizacio da expressdo de Pb01Pga7, testes com
diferentes concentracdes de IPTG e tempos de indugdo foram realizados. Nao houve
aumento significativo da expressdo de PhO1Pga7 em nenhuma das estratégias testadas,

conforme evidenciado pela Figura 19.

0.05 mM PTG 0.1mM IPTG 0.5mM IPTG

T0 1h 2h 3h ah 1h 2h 3h 4h 1h 2h 3h 4h

kba

97-

20,1

Figura 19. Testes de padronizacio da expressio de Pb01pga’. Diferentes concentragdes de IPTG (0,05;
0,1 e 0,5 mM) e tempos de indugdo (1, 2, 3 e 4 h) foram testados. A cada ponto em teste, amostras foram
coletadas e submetidas a SDS-PAGE 12% (v/v). A indug¢@o da expressdo de Pb01pga7 (54,5 kDa - seta) foi
eficaz em todas as estratégias, porém, nenhuma em relaco as outras se mostrou mais efetiva. Marcador de

peso molecular a esquerda. kDa: Quilo Dalton. TO: tempo zero. Gel corado por azul de coomassie.
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5.1.7. Solubilizag¢iao de Ph01Pga7

Pb01Pga7 foi expressa de forma insoluvel, em corpos de inclusdo. Para a
solubilizacdo da proteina, uma combina¢io de tratamentos com lisozima, sonicac¢do ¢
tamp@o contendo ureia, foi empregada. A estratégia foi efetiva, apesar de a solubilizacdo

de Ph01Pga7 ter ocorrido parcialmente, conforme evidenciado pela Figura 20.

TO Pellet Sobrenadante
P
kDa
97-
S — —
e -~
- - i
T S — -
- ——
30-
1 L —-—
- ¢ F
bl s

20,1~

Figura 20. Solubilizagiio de Ph01Pga7. A proteina recombinante Ph01Pga7 foi obtida em corpos de
inclus@o. Para solubilizagdo, os extratos obtidos apds indugdo com 0,5 mM de IPTG (isopropil B-D-
tiogalactopiranosideo) por 2h foram tratados com lisozima, sonicados (10 ciclos de 5 minutos, com
descanso de 1 minuto no gelo entre os ciclos) e submetidos a tratamento com tampao de solubilizagio (Tris
50mM, Na2HPO4 50mM, NaCl 300mM, Uréia 8M, pH 8,0). O sobrenadante foi transferido para
membranas com nivel de exclusdo de 10-kDa (Amicon Ultra centrifugal filter, Millipore, Bedford, MA,
USA) e lavado 2 vezes com PBS 1X, para a remogdo de ureia. O precipitado residual ao final do processo e
o sobrenadante (no qual constam as proteinas soltveis) foram submetidos a SDS-PAGE 12% (v/v). Tempo
zero (TO) foi adicionado a analise para facilitar a visualiza¢do da indugido de Ph01Pga7. E perceptivel no
sobrenadante a presenca da proteina Ph01Pga7 (54,5 kDa — seta), o que demonstra que ocorreu
solubilizagdo da proteina, apesar de quantidade substancial ainda se encontrar no sedimento. Marcador de

peso molecular a esquerda. kDa: Quilo Dalton. Gel corado por azul de coomassie.
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5.2. Proteoma de parede celular apds cultivo de P. lutzii na presenca de
hemoglobina

Tendo em vista a complexidade do evento de utilizagdo de heme/hemoglobina por
Paracoccidioides spp., buscou-se, através de abordagens em protedmica, com foco na
parede celular do fungo, investigar outras proteinas, além de PbRbtS e PhPga7, que
poderiam estar relacionadas com o processo. Para tanto, P. /utzii (Pb01) foi cultivado sob
privagdo de Fe por 36h e depois exposto a hemoglobina (tratamento) por 6h ou 48h. O
controle consistiu em extratos proteicos obtidos do fungo sob privacdo de Fe. Uma vez
que a associagdo de proteinas a parede celular acontece por diferentes tipos de interagdes,
a estratégia de extracdo de proteinas com tratamentos diferenciais foi empregada,

conforme descrito nas se¢des abaixo.

5.2.1. Proteoma da fracio 1 de parede celular de P. lutzii apés cultivo na presenca
de hemoglobina

A fracdo 1 (F1) de parede celular foi obtida por tratamento de extratos de parede
com detergente e agente redutor, sob fervura, de forma que proteinas ligadas nio
covalentemente a parede celular ou por pontes dissulfeto foram extraidas. A Figura 21
consiste em analise por SDS-PAGE dos extratos F1 de parede celular obtidos na presenca
de hemoglobina ou na privagdo de Fe. Observa-se que nos sobrenadantes, apods
extensivas lavagens com NaCl (processo antes da obteng@o de F1), nfo ha a presenca de

contaminantes citoplasmaticos, o que valida os extratos.
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Figura 21. Extratos de fracio 1 (F1) de parede celular e sobrenadantes pés ultima lavagem com NaCl
0,17 M. Apds 48h de cultivo de P. lutzii (Pb01) em meio contento hemoglobina (tratado) ou na privagédo de
Fe (controle), extratos de parede celular foram obtidos. A fragdo F1 (1 — F1 hemoglobina; 2 — F1 privacdo
de Fe) corresponde as proteinas que sdo retidas a parede celular ndo covalentemente ou por pontes
dissulfeto, extraidas por fervura em tampao contendo agentes redutores e detergentes. Os extratos foram
submetidos a SDS-PAGE 12% (v/v). Os sobrenadantes obtidos apds a ultima lavagem com NaCl 0,17 M (3
— hemoglobina; 4 — privacdo de Fe) também foram submetidos a analise por SDS-PAGE para verificagdo
da persisténcia ou ndo da presenca de contaminantes citoplasmaticos. Dada a auséncia de contaminantes,
seguiu-se com os procedimentos. A esquerda, marcador de peso molecular. kDa: Quilo Dalton. Gel corado

por azul de coomassie.

Em seguida, os extratos passaram por digestdo triptica e os peptideos obtidos
foram submetidos a cromatografia liquida de alta resolu¢do, em nano escala, acoplada a
espectrometria de massas, com aquisi¢do independente de dados. Apos identificagdo das
proteinas, analises de expressdo diferencial foram realizadas, uma vez que foram
consideradas reguladas positivamente proteinas identificadas apenas no extrato obtido na
presenca de hemoglobina, ou pelo menos 50% mais abundantes, em relagdo ao controle
(privagdo de Fe). Foram consideradas proteinas reguladas negativamente aquelas
identificadas apenas no extrato controle (obtido sob privacdo de Fe) ou 50% menos
abundantes no extrato obtido na presen¢a de hemoglobina. Constam nas Tabelas 2 ¢ 3 as

proteinas identificadas que apresentaram regulagdo positiva e negativa, respectivamente.
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Entre as 83 proteinas induzidas na F1 durante tratamento de células
leveduriformes com hemoglobina, incluem-se aquelas relacionadas a metabolismo
celular, sintese proteica, defesa e viruléncia. Verifica-se que metabolismo celular é a
categoria funcional com maior regulagéo na fracdo F1 de células leveduriformes, quando
na presenca de hemoglobina, conforme Figura 22 A. Como observado na Tabela 2, vérias
proteinas induzidas na presenca de hemoglobina, obtidas na fracdo F1 das células
leveduriformes de P. [utzii, apresentam possivel localizagdo na superficie, conforme
predicdo feita através das ferramentas Secretome P e Signal P, como apresentado na

Figura 22 B.
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Figura 22. Categorias funcionais e predicio de secrecio de proteinas reguladas positivamente na
presenca de hemoglobina, identificadas na F1 de parede celular. A. Classificagdes funcionais atribuidas
as proteinas reguladas positivamente identificadas na F1 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. Predigao
de secrecdo de proteinas reguladas positivamente identificadas na F1 apds tratamento de células
leveduriformes de P. lutzii com hemoglobina por 48h. As sequéncias das proteinas foram submetidas as
ferramentas Signal P (para a predi¢do de peptideo sinal — via classica de secre¢do - disponivel em
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP /) e Secretome P (para a predi¢éo 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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Entre as 25 proteinas reguladas negativamente na F1 durante tratamento de
células leveduriformes com hemoglobina, incluem-se aquelas relacionadas ao
metabolismo celular e sintese protéica, dentre outros. A Figura 23 A apresenta o grafico
das classificacdes funcionais atribuidas as proteinas reguladas negativamente
identificadas na F1 de parede celular. Relevante percentual (48%) de proteinas
reprimidas na presenca de hemoglobina, localizadas na fragdo F1 das células
leveduriformes de P. [utzii, também apresentam possivel localizagdo na superficie,
conforme apresentado na Figura 23 B.
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Figura 23. Categorias funcionais ¢ predicdo de secreciio de proteinas reguladas negativamente na
presenca de hemoglobina, identificadas na F1 de parede celular. A. Classificagdes funcionais atribuidas
as proteinas reguladas negativamente identificadas na F1 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. Predigio
de secregdo de proteinas reguladas negativamente identificadas na F1 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 secrecdo,
disponivel em http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/). Graficos gerados pelo software Microsoft
Excel Professional Plus 2016.
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