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“4 vida sem ciéncia é uma espécie de morte.

Socrates

“Uma vida sem desafios ndo vale a pena ser vivida.”

Socrates

«“, '~ A ”
‘Ndo pense que a cabe¢a aguenta se vocé parar.

Raul Seixas



“Preferi a Sabedoria aos cetros e tronos e em comparagdo com Ela,
Julguei sem valor a riqueza; a Ela ndo igualei nenhuma pedra
preciosa, pois, a seu lado, todo o ouro do mundo é um punhado de
areia e, diante dela, a prata serd como a lama. Amei-a mais que a
satide e a beleza, e quis possui-la mais que a luz, pois o esplendor
que dela irradia ndo se apaga. Todos os bens me vieram com ela,

pois uma riqueza incalculdvel estd em suas mdos.”

Livro da Sabedoria

«“«,

d dois tipos de Sabedoria : a inferior e a superior. A sabedoria
inferior é dada pelo quanto uma pessoa sabe e a superior é dada

pelo quanto ela tem consciéncia de que ndo sabe.”

Chico Xavier

‘Sdbio é aquele que conhece os limites da prépria ignordncia.”

Socrates

“S6 sei que nada sei.”

Socrates
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RESUMO

A parede celular de microrganismos patogénicos atua como uma barreira inicial no contato
entre o parasito ¢ o hospedeiro. Além de funcionar como uma barreira mecanica, ela abriga
um arsenal de macromoléculas imunogénicas. Uma forma pela qual as proteinas estdo
associadas a parede celular ¢ por meio de ancoras-GPI. A extremidade carboxila hidrofobica
da enzima [-1,3-glicanosiltransferase do fungo patogénico humano Paracoccidioides
brasiliensis ¢ caracteristica de proteinas GPI-ancoradas. A montagem e o rearranjo de -1,3-
glicana sao de fundamental importancia porque esta molécula serve como um esqueleto sobre
o qual outros polissacarideos e proteinas da parede celular estdo associados. No fungo
termodimorfico P. brasiliensis, B-1,3-glicana é encontrada prioritariamente em micélio, sendo
a-1,3-glicana predominante em levedura. Foram rastreadas neste trabalho possiveis interagdes
proteina-proteina realizadas pela B-1,3-glicanosiltransferase 1 de P. brasiliensis (PbGellp).
Para isso utilizou-se a técnica de duplo-hibrido em Saccharomyces cerevisiae, rastreando-se
uma biblioteca de cDNA do fungo P. brasiliensis com a enzima estudada. Adicionalmente,
foi utilizado, como técnica complementar, o ensaio de pull-down, que isolou in vitro proteinas
que interagem direta ou indiretamente com a PbGellp. Foi possivel rastrear 38 produtos
génicos através do sistema de duplo hibrido e isolar trés proteinas pelo ensaio de pull-down,
identificadas por espectrometria de massas. O papel da PbGellp na manutengdo e no
remodelamento da parede celular do fungo foi indicado através da andlise das interagdes
rastreadas, como permease de a-glicosideos, fosfatase acida, lipase da familia GDSL, septina,
actina, tubulina, HSP90 e piruvato quinase. Além disso, foram sugeridos a localizagdo da
PbGellp no nucleo das células do fungo e seu papel no silenciamento génico mediado por
alteragdes estruturais, por meio do rastreamento das seguintes proteinas ligantes a PbGellp:
argonauta Qde2, fator de alongamento transcricional spt6, outros fatores transcricionais e
ATP-citrato sintase. Portanto, este estudo indicou, pela primeira vez, que PbGellp tem
localizagdo maultipla e participa tanto de fungdes classicamente descritas para
glicanosiltransferases, como o remodelamento da parede celular, quanto de fungdes
recentemente descritas para essa familia de proteinas, como o silenciamento transcricional
sitio-especifico.
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ABSTRACT

The cell wall of pathogenic microbes acts as an initial barrier that is in contact with hostile
environments. Besides functioning as a mechanical barrier, it harbours an immunogenic
macromolecules arsenal. One of the ways that proteins can be associated to the cell wall, it is
through GPI anchor. The hydrophobic C-terminal end of the [-1,3-glucanosyltransferase
enzyme of the human pathogenic fungus Paracoccidioides brasiliensis is characteristic of
GPI anchored proteins. The B-1,3-glucan assembling and rearrangement are essential since
this molecule acts as a scaffold to support cell wall proteins and polysaccharides. In the
thermodimorphic fungus P. brasiliensis, B-1,3-glucan is found predominantly in mycelium
form and a-1,3-glucan is predominant in the yeast form. In this work, it was screened possible
protein-protein interactions performed by B-1,3-glucanosyltransferase 1 of P. brasiliensis
(PbGellp). To obtain these results, a P. brasiliensis ¢cDNA library was screened with
PbGellp using the Saccharomyces cerevisiae two hybrid system. In addition, pull-down assay
was used as an in vitro complementary technique to isolate proteins that interact direct or
indirectly with PbGellp. It was screened 38 gene products using two hybrid system and it was
identified 3 proteins using the pull-down assay associated with mass spectrometry. The
PbGellp role in the cell wall maintenance and remodeling was indicated through the analysis
of screened interactions, like alpha-glucosides permease, acid phosphatase, GDSL lipase,
septin, actin, tubulin, HSP90 and pyruvate kinase. Furthermore, nuclear localization of
PbGellp and its role in the locus-specific transcriptional silencing were suggested based on
such interactions: Qde2 argonaute, transcription elongation factor spt6, others transcription
factors and ATP-citrate synthase. Therefore, this study indicated, for the first time, that
PbGellp has multiple location and it participates either in roles classically described for
glucanosyltransferases, as the cell wall remodeling, or in recently described functions for this
family of proteins, as the locus-specific transcriptional silencing.
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l. Introducao

1.1. O fungo dimdrfico Paracoccidioides brasiliensis

Em 1908, na cidade de Sdo Paulo, Adolfo Lutz (1855 — 1940), considerado o pai da
medicina tropical e da zoologia médica no Brasil, descreveu, pela primeira vez, o isolamento
do agente etiologico da “hifoblastomicose pseudococcidica”. O termo “pseudococcidica” foi
usado para reforgar as diferencas existentes entre o fungo recém-isolado e o agente causador
da coccidioidomicose, também uma “hifoblastomicose”, que designava todas as doencas
causadas por fungo dimorfico. Porém, s6 em 1930, Floriano de Almeida caracterizou este
fungo emergente ¢ o denominou de Paracoccidioides brasiliensis. Sendo a doenga por ele
causada oficialmente denominada de paracoccidioidomicose (PCM) em 1971, durante o

primeiro simpoésio sobre este tema, sediado na cidade de Medelin, na Colombia (Lacaz, 1994).

Os fungos dimorficos sdo caracterizados pela mudanca de uma fase filamentosa
multicelular para uma unicelular, quando infectam os tecidos do hospedeiro. Essa ¢ uma
propriedade genética intrinseca de fungos como Histoplasma capsulatum, Blastomyces
dermatitidis, P. brasiliensis, Coccidioides immitis, Coccidioides posadassi, Sporothrix
schenckii e Penicillium marneffei (Rappleye & Goldman, 2006). A patogenicidade dos
mesmos parece estar relacionada ao dimorfismo, pelo fato de linhagens incapazes de transitar
morfologicamente ndo serem virulentas (Maresca & Kobayashi, 2000). Em contrapartida, a
transicdo morfoldgica ndo parece prejudicar a perpetuagdo destes organismos, uma vez que
eles podem sobreviver no solo como saprobiotas e crescer como micélio. Em P. brasiliensis
esse dimorfismo estd fortemente associado & mudanca de temperatura sofrida pelo fungo ao
penetrar o hospedeiro (San-Blas et al., 2002). Dessa maneira, as duas fases deste fungo
podem ser cultivadas in vitro apenas variando-se a temperatura de 36 °C, quando o fungo tem
um aspecto de levedura, para temperaturas inferiores a 28 °C, quando se tem a fase miceliana

(Bagagli et al., 2006).

Macroscopicamente, a fase de levedura de P. brasiliensis é caracterizada por colonias
rugosas, amareladas, de aspecto cerebriforme. Microscopicamente, sdo visualizadas células

esféricas ou ovais de 2-30 pm de didmetro, multinucleadas, apresentando paredes espessas e
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birrefringentes, aparentemente duplas, e citoplasma contendo vactiolos de lipideos. O
diagnéstico histoldgico baseia-se no achado de estruturas fungicas com formato de “roda de
leme” que refletem células-mades em brotamento multipolar envolvidas por células-filhas
periféricas (Restrepo, 1978). J4 a fase miceliana, apresenta-se macroscopicamente como
coldnias pequenas, irregulares, esbranquicadas ou acastanhadas. Microscopicamente, as hifas
sdo finas (1-3 um), hialinas e septadas, apresentando conideos uninucleados terminais ou

intercalares (Queiroz-Telles, 1994).

Comparagdes filogenéticas de dermatofitos e fungos dimorficos baseadas na
subunidade ribossomal 28S classificaram P. brasiliensis como pertencente ao reino Fungi,
filo Ascomycota, classe Plectomyceto, ordem Onygenales, familia Onygenaceae, juntamente
com B. dermatitidis ¢ H. capsulatum (Leclerc et al., 1994; San-Blas & Nifio-Vega, 2008).
Atualmente a sistematica molecular estd sendo bastante utilizada para definir espécies
fingicas, antes s6 determinadas pela observagdo do fendtipo, o que subestimava o niimero
dessas espécies. Paracoccidioides brasiliensis era considerada espécie inica de seu género até
se propor a existéncia de trés diferentes clados: S1 (espécie 1, com 38 isolados), PS2 (espécie
filogenética 2, com 6 isolados) e PS3 (espécie filogenética 3, com 21 isolados). PS3 é um
grupo geograficamente restrito & Colombia; PS2 ¢ encontrada predominantemente no Brasil,
nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais, mas também na Venezuela; S1 esta distribuida no
Brasil, Argentina, Paraguai, Peru ¢ Venezuela (Matute et al., 2006). Analises filogenéticas
posteriores revelaram que a linhagem 01 de P. brasiliensis (Pb01) distancia-se dos trés clados
descritos anteriormente, sugerindo que PDbOl seja uma nova espécie do género
Paracoccidioides (Carrero et al., 2008). Com o estudo de mais isolados de P. brasiliensis foi
identificado um grupo com 17 isolados similares genotipicamente, incluindo Pb0O1, que se
distanciam do grupo S1/PS2/PS3, refor¢cando que o grupo “semelhante a Pb01” refere-se a
uma nova espécie, que seria entdo denominada Paracoccidioides lutzii, em homenagem a
Adolfo Lutz. Esta nova espécie seria endémica da regido Centro-Oeste brasileira, mais
especificamente dos Estados de Goias ¢ Mato Grosso (Teixeira et al., 2009). Porém ainda nao
ha um consenso sobre esta questdo devido a pouca informagao existente sobre diferencas de
morfologia, de viruléncia, de resisténcia a fungicidas, de taxa de proliferacao, de resposta ao

hospedeiro e de nicho entre as duas possiveis espécies.
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Os nichos ecologicos de P. brasiliensis ainda ndo estdo completamente esclarecidos,
porém sugere-se que o fungo tenha pelo menos dois. O primeiro corresponde ao seu estado
filamentoso, em que o fungo vive saprobioticamente na natureza, ja tendo sido isolado de
solo, de agua e de plantas (Restrepo et al., 2001). O segundo refere-se a sua associagdo com
animais homeotérmicos, inclusive o homem, em sua fase de levedura, podendo levar a
doenga. Devido ao pequeno numero de isolamentos de P. brasiliensis do solo, acredita-se que
este ambiente nao seja o habitat permanente do patdégeno, vivendo ele tempo variavel neste
local. Presume-se que o fungo P. brasiliensis ocorra normalmente em ambientes tmidos,
préximos a rios, onde possa ser protegido por representantes de espécies aquaticas como
moluscos, anfibios, peixes e artropodes. Estes reservatorios aquaticos estariam fornecendo ao
parasito nutrientes, umidade, competicao biologica limitada e temperatura apropriada para a
sobrevivéncia do fungo no meio ambiente. A infec¢do natural do fungo em alguns animais
silvestres como tatus (Dasypus novemcinctus, Dasypus septemcinctus e Cabassous centralis)
e animais domésticos, como cachorros (Canis familiares), também tem sido observada;
entretanto estes organismos devem ser considerados hospedeiros acidentais € ndo reservas

naturais do fungo, pois os mesmos podem ser acometidos pela doenga (Conti-Diaz, 2007).

A composigdo genética de P. brasiliensis foi por muito tempo desconhecida pela
indeterminacdo de seu estdgio sexual ou teleomoérfico e por este organismo, como varios
outros fungos, ser refratario as analises citogenéticas classicas (San-Blas et al., 2002). Dessa
forma, véarias alternativas foram estudadas para elucidar esta questdo. Utilizando-se a técnica
de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), foi possivel identificar quatro ou cinco
cromossomos estimados em 2-10 Mb, tanto de fungos isolados do meio ambiente, quanto de
isolados clinicos. Desta maneira, sugeriu-se que P. brasiliensis apresentasse um genoma
estimado no intervalo de 23-31 Mb (Cano et al., 1998; Feitosa et al., 2003; Montoya et al.,
1999; Montoya et al., 1997). Por meio do uso da técnica de citometria de fluxo, estudo com
10 isolados de P. brasiliensis demonstrou que o fungo apresenta um genoma estimado no
intervalo de 26,3 a 35,5 Mb por célula de leveduras uninucleadas. O genoma dos conidios
apresentou um tamanho entre 30,2 ¢ 30,9 Mb, ndo havendo, portanto, nenhuma diferenga
significativa com a fase de levedura (Almeida et al., 2007). O genoma estrutural de trés
linhagens de P. brasiliensis (Pb01, Pb03 e Pb18) foi realizado, confirmando a presenga de

cinco cromossomos em cada um. Porém o genoma da linhagem PbO1 é o maior, tanto em
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nimero de bases quanto em quantidade de genes, apresentando 32,94 Mb, com um total de
9.132 genes. Este projeto comparativo, designado “Gendémica Comparativa de Coccidioides e
outros Fungos Dimorficos Patogénicos”, auxilia na compreensdo das diferencas existentes
entre as linhagens, na caracterizagdo de genes e de suas regides promotoras, € no
desenvolvimento de novas ferramentas biomoleculares e genéticas importantes para a

elucidagdo da biologia de P. brasiliensis (http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/

paracoccidioides brasiliensis/MultiHome.html).

1.2. A paracoccidioidomicose

P. brasiliensis alcanca o hospedeiro usualmente através da via respiratoria, por
inalagdo de propagulos de micélio, como conidios. Nos pulmdes, esses propagulos
convertem-se para a fase de levedura, de onde podem disseminar para diferentes 6rgaos e
tecidos, pelas vias hematogénica e/ou linfatica (Franco, 1987). Essa mudanga brusca no
momento da infec¢do requer um ajuste rapido e coordenado por parte do fungo para manter a
sobrevivéncia dele e para capacita-lo a invadir o hospedeiro. As mudancas morfogenéticas em
fungos dimorficos sdo reversiveis, sendo consideradas uma forma de adaptag@o oportunista as
condi¢des do hospedeiro. Além disso, a conversdo para uma forma diferente ¢ um requisito

para a progressao da infecgdo (San-Blas et al., 2002; San-Blas & Nifio-Vega, 2008).

A susceptibilidade do hospedeiro a P. brasiliensis esta relacionada tanto a fatores do
fungo, principalmente a viruléncia do isolado e a quantidade de inoculo, quanto do proprio
hospedeiro (Franco, 1987). Uma vez em contato com os propagulos infecciosos de P.
brasiliensis, a infec¢do pode ficar dormente, com a formagdo de focos quiescentes de células
leveduriformes vidveis. A reativagdo endogena pode ocorrer dependendo de fatores genéticos
e hormonais do proprio hospedeiro, como debilidade por outras patologias, alcoolismo
cronico, ma nutricdo, fumo, imunossupressdo e presenga/auséncia de estrogénio (Restrepo-
Moreno, 2003). Foi demonstrado que o hormoénio sexual feminino 17B-estradiol inibe
seletivamente a transi¢ao de micélio para levedura em P. brasiliensis (Restrepo et al., 1984).
Foi observada também a participacdo deste hormdnio na resisténcia de fémeas de rato ao
desenvolvimento inicial da PCM (Aristizabal et al., 2002). Uma proteina de ligagdo a

estrogénio (EBP) de massa molecular de 60 kDa foi identificada no citosol tanto das células
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leveduriformes quanto da fase miceliana do fungo, sugerindo que ao entrar em contato com o
hormdnio, forma-se um complexo proteina-ligante, que inibe a conversdo morfologica e,
portanto, o estabelecimento e a disseminac¢do da doenga (Clemons et al., 1989; Stover et al.,
1986). As analises do perfil transcricional de P. brasiliensis detectaram uma expressdo
preferencial do gene que codifica para a EBP na fase patogénica (Felipe et al., 2005). Essas
evidéncias permitem afirmar uma resisténcia inata de fémeas a PCM, demonstrada pela taxa
de 14:1 homens com relacdo a mulheres que desenvolvem PCM cronica nas regides

endémicas (Restrepo-Moreno, 2003).

A PCM ¢ uma micose sistémica, endémica da América Latina, distribuida do México
a Argentina (Restrepo et al., 2001). Dentro da regido endémica, com 90 milhdes de
individuos, 10 milhdes devem estar infectados com o fungo, porém a maioria deles nao
apresenta a forma ativa da doenga (Brummer et al., 1993). Em um estudo de detec¢do do
antigeno paracoccidioidina por reagdo intradérmica, revelou-se que a PCM infec¢do ¢ mais
comumente observada em trabalhadores rurais e fazendeiros entre 30 e 40 anos de idade
(Restrepo-Moreno, 1994). Acredita-se que o trabalho com solo e plantacdes em area rural ¢
fator ocupacional predisponente para a aquisi¢ao da PCM (Franco, 1987). A PCM ¢ raramente
observada em criancas e adultos jovens (3 e 10% dos casos relatados, respectivamente) e ¢
mais frequentemente diagnosticada em homens adultos entre 30 e 60 anos de idade (Brummer
et al., 1993). O Brasil é o pais com maior numero de casos da doenca (80%), seguido pela
Venezuela e pela Colombia (Brummer et al., 1993). No Brasil, a PCM representa 51,2% das
causas de morte entre as micoses sist€émicas, seguida por criptococose, candidose e
histoplasmose. Com relagao a idade e sexo, 53,4% dos pacientes portadores da PCM possuem
30-59 anos e 87,9% sdo do sexo masculino. Os Estados brasileiros mais atingidos sdo Sao
Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Parana ¢ Rio Grande do Sul. (Prado et al., 2009).
Estima-se que, no Brasil, a taxa de incidéncia anual da doenga seja de 1-3 por 100.000
habitantes (Restrepo et al., 2001) e a taxa média anual de mortalidade seja de 0,17 por
100.000 habitantes (Prado et al., 2009).

Alguns casos autdctones ja foram diagnosticados na Europa, nos Estados Unidos da
América e na Asia (Joseph et al., 1966; Chikamori et al., 1984; Ajello & Polonelli, 1985).
Estes relatos possibilitaram a determinacao de um periodo assintomatico da PCM, que ¢ em

média 15,3 anos, que ocorre apds o contato do paciente com a 4drea endémica até a
24



Andlises in vivo e in vitro de interagdes intermoleculares da Beta-1,3-glicanosiltransferase 1 de Paracoccidioides brasiliensis

Elisa Fldvia Luiz Cardoso Baildo

manifesta¢dao da doenca (Brummer et al., 1993). O longo periodo de laténcia, caracteristico da
PCM, dificulta o processo de determinagao precisa do sitio onde a infec¢dao ocorreu (Borelli,

1972).

As formas clinicas da PCM sao classificadas em: aguda ou subaguda (juvenil) e
cronica ou adulta (Franco, 1987). A forma aguda da micose afeta principalmente criancas e
jovens e ¢ a forma mais grave e com pior progndstico. Seu quadro clinico caracteriza-se por
um desenvolvimento rapido e por marcante envolvimento de 6rgdos como figado, baco,
ganglios linfaticos e medula 6ssea. Nesta forma, a PCM conduz a perda gradual de resposta
imune celular e induz a producdo de altos titulos de anticorpos especificos. A forma cronica
ou adulta representa mais de 90% dos casos, sendo a maioria dos pacientes constituida por
homens adultos. Ao contrario da forma aguda, o quadro clinico apresenta um
desenvolvimento lento com comprometimento pulmonar evidente (Brummer et al., 1993). Em
aproximadamente 25% dos casos, o pulmao € o tnico 6rgado afetado - forma unifocal. Muitas
vezes, com o desenvolvimento silencioso da doencga, o paciente busca auxilio médico somente
quando apresenta sintomas de comprometimento extrapulmonar. Nestes casos se constatam o
envolvimento de 6rgdos como pele, mucosas das vias aéreas superiores, tubo digestivo e
linfonodos - forma multifocal (Londero et al., 1986; Brummer et al., 1993). A forma cronica
apresenta notavel tendéncia a disseminagdo, sendo pouco frequente os quadros onde ha

somente comprometimento pulmonar (Restrepo et al., 1983).

1.3. A parede celular fungica

Considerada por muito tempo um exoesqueleto inerte, a parede celular de fungos ¢
vista hoje como uma rede tridimensional complexa e dindmica, que muda continuamente em
resposta a modificagdes nas condi¢des de cultivo ou a estresses ambientais (Latgé, 2007).
Essas mudangas ocorrem para garantir a prote¢do da célula contra diferentes pressdes
osmoticas e contra agressoes fisicas ou quimicas, enquanto permitem a célula fingica reter
plasticidade adequada para crescer, dividir-se e formar uma série de tipos celulares durante o
ciclo de vida do fungo. A parede celular permite também a célula interagir com o meio que a
cerca, promovendo a adesdo célula-célula ou célula-substrato e a ativacdo de vias de

transdugdo de sinal intracelulares (Bowman & Free, 2006). Em fungos, a parede celular
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contribui com aproximadamente 30% do peso seco da célula, sendo que destes, 80-90%
corresponde a polissacarideos (principalmente glicana e quitina) e o restante representa a

fragdo protéica (Castillo et al., 2008), conforme representado na Figura 1.

Membrana plasmatica

Proteina GPI-
ancorada

quitina

(-1,3-glicana

Figura 1. Representacdo esquematica da parede celular de fungos. Adaptado (http://aem.asm.org).

Virias categorias de proteinas de parede celular de fungos ja foram identificadas: (1)
GPI (glicosilfosfatidilinositol)-ancoradas — associadas a membrana plasmatica por uma
estrutura contendo lipideos e oligossacarideos. (2) Pir (proteinas com repeti¢des internas) —
associadas a parede através de uma ligagao éster entre um residuo desaminado de glutamina
de suas repeti¢des € um grupo hidroxila da -1,3-glicana. Propde-se que elas interligam as -
1,3-glicanas. (3) alcali-soluveis sem repeticdes internas — sobre as quais nao se sabe como se
ligam as macromoléculas da parede celular. (4) ligadas por pontes dissulfeto. (5) hidrofobinas
— uma classe especial de proteinas pequenas, ricas em cisteina que podem formar
aglomerados hidrofobicos e sdo encontradas na parede de esporos e de hifas aéreas (de Groot

et al., 2009).

Com os estudos crescentes na area de protedmica, as proteinas tradicionalmente
citoplasmadticas que eram consideradas contaminantes das preparacdes de parede celular estao
ganhando aceitacdo como verdadeiras constituintes desta estrutura celular. Estudos com
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varios fungos j& identificaram proteinas citosolicas e mitocondriais como macromoléculas
associadas a parede celular (Prados-Rosales et al., 2009; Castillo et al., 2008; de Groot et al.,
2007; Barbosa et al., 2006; Yin et al., 2005). As fun¢des destas proteinas quando localizadas

na parede celular ainda ndo sdo conhecidas.

Ja as proteinas tipicas da parede celular sdo glicoproteinas, extensivamente
modificadas com N- e O-glicosilagdes e/ou com a adicdo da ancora GPI. Essas
macromoléculas funcionam na manutengdo da forma celular, na mediacao da adesdo célula-
célula e célula-substrato, na prote¢do da célula contra substancias exogenas, na absor¢ao de
moléculas, na transmissdo de sinais intracelulares provenientes de estimulo externo e na

sintese e remodelamento dos componentes da parede celular (Bowman & Free, 2006).

A quitina totaliza apenas 1-2% do peso seco da célula de levedura, porém seus
polimeros cristalinos t€m uma enorme resisténcia a tragdo, contribuindo para a integridade da
parede celular. Este polissacarideo ocorre na superficie celular como uma cadeia linear longa
de N-acetilglicosaminas ligadas por ligagdes do tipo B-1,4 (Bowman & Free, 2006). Uma vez
interrompida a sintese de quitina, a parede celular desorganiza-se, tornando a célula fungica

malformada e instavel osmoticamente (Bago et al., 1996).

A glicana ¢ o maior polissacarideo estrutural da parede celular fingica, constituindo
de 50-60% do peso seco desta estrutura (Kapteyn et al., 1999). Polimeros de glicana sdo
compostos de residuos de glicose organizados em cadeias por varios tipos de ligacdes
quimicas, sendo que destas cerca de 65-90% sao do tipo B-1,3. A B-1,3-glicana serve, entdo,
como o principal constituinte estrutural ao qual outros componentes da parede celular estdo
ligados covalentemente. Dessa forma, a sintese deste polimero ¢ requerida para a formagao
correta da parede celular e, assim, para o desenvolvimento normal dos fungos (Bowman &

Free, 20006).

Tanto os polimeros de quitina quanto os de B-1,3-glicana sdo gerados por complexos
enzimaticos associados & membrana plasmadtica, que lancam seu produto linear para o espago
extracelular. Esse modelo de sintese, chamado de vetorial, promove a associa¢cdo das cadeias
nascentes no espaco da parede celular e facilita a integracdo destas a estrutura em formagao.
Essa integracdo ocorre tanto em pontos de sintese ativa da parede celular, como em areas de

crescimento celular e de brotamento ou ramificagdo (Bowman & Free, 2006). $-1,3-glicana e
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quitina sintases sdo transportadas para a membrana plasmatica em uma forma inativa, onde
elas sdo arranjadas em complexos e tornam-se ativas apds o contato com ativadores
residentes. Essa ¢ uma localizagdo perfeita para essas enzimas, ja que elas usam
monossacarideos intracelulares soliveis e promovem a extrusao de produtos insoliveis para o

espago periplasmatico (Latgé, 2007).

1.4. A parede celular de P. brasiliensis

Em P. brasiliensis, como em outros fungos, lipideos, quitina, glicanas e proteinas sao
os principais componentes da parede celular, tanto de micélio quanto da fase de levedura. Os
conteudos de lipideos (5-10%) e de glicanas (36-47%) sdo bem semelhantes nos dois tipos
celulares. O que difere sdo os contetidos de quitina (37-48% na fase de levedura e 7-18% na
fase de micélio) e de proteinas (7-14% e 24-41% nas células leveduriformes e da fase

miceliana, respectivamente) (Kanetsuna et al., 1969).

Microscopicamente, a parede celular da fase de levedura apresenta-se como uma
bicamada grossa e birrefringente de 200-600 nm de espessura. Esta estrutura ¢ composta
basicamente de a-1,3-glicana e, em menor quantidade, de B-1,3-glicana, sendo recoberta por
mucopolissacarideos complexos e apresentando uma elevada quantidade de quitina
internamente. A parede celular de micélio também tem o aspecto de uma dupla camada, de
80-150 nm, sendo que a mais externa ¢ composta por fibras de -1,3-glicana e a mais interna

¢ constituida de fibras rigidas de quitina (San-Blas & San-Blas, 1994).

A transicdo morfologica de P. brasiliensis ¢ acompanhada por intensas modificagdes
na composicao da parede celular. A transi¢ao micélio-levedura, por exemplo, ¢ acompanhada
pelo aumento no contetido de quitina e pela mudanca do tipo das ligagdes entre os polimeros
de glicana de B-1,3 para a-1,3 (San-Blas & San-Blas, 1994, 1977). A composicao lipidica da
membrana celular também sofre alteragdes durante a transicdo morfoldgica. Acredita-se que
esta modificagdo ¢ requerida para regular a atividade de proteinas integrais de membrana,
como sintases (glicana e quitina sintases) e hidrolases (glicanases e quitinases), envolvidas,

por sua vez, com mudangas na composi¢ao da parede celular (Borges-Walmsley et al., 2002).
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Alguns componentes da parede celular do fungo, como a a-1,3-glicana, ja foram
caracterizados como importantes fatores de viruléncia. Durante a transi¢do de micélio para
levedura ocorre uma substituicdo gradual do polimero de B-1,3-glicana para a-1,3-glicana
(Kanetsuna et al., 1969). Foi sugerido que fagocitos humanos produzem B-1,3-glicanase,
capaz de digerir somente B-1,3-glicana, presente prioritariamente na parede celular da fase
miceliana do fungo. Portanto a transformagdo de micélio para levedura, logo no inicio da
infeccdo, deve proteger o patdégeno contra a acdo das enzimas [-glicanases fagocitarias. Isso
permitiria a instalacdo do fungo na fase de levedura e o estabelecimento da infec¢do (San-
Blas, 1982). Semelhantemente em H. capsulatum, a p-1,3-glicana da parede celular ¢
mascarada pela a-1,3-glicana para bloquear o reconhecimento por parte do hospedeiro via
receptor dectina-1 (Rappleye et al., 2007). No fungo fitopatogénico Magnaporthe grisea, o-
1,3-glicana mascara -1,3-glicana e quitina e interfere com a liga¢do de anticorpos, lecitinas,

B-1,3-glicanases e quitinases na parede celular da hifa infecciosa (Fujikawa et al., 2009).

O tratamento de P. brasiliensis em sua fase de levedura com sangue (Baildo et al.,
2006) e plasma humanos (Baildo et al., 2007) induz a expressdo de genes possivelmente
associados com o remodelamento da parede celular. O perfil transcricional sugere que o
remodelamento estrutural ¢ uma das maneiras pela qual o patdogeno detecta e responde a
mudancas na osmolaridade externa. Dessa forma, durante as rotas de disseminacao
hematogénica e linfatica, o remodelamento da parede celular e a resposta ao estresse osmotico

seriam as estratégias adaptativas preferencialmente utilizadas.

Foi identificado em transcritomas do fungo genes que codificam para proteinas
envolvidas na estrutura, composi¢do e organizagdo da parede celular (Costa et al., 2007;
Bastos et al., 2007; Tomazett et al., 2005). Entre as sequéncias identificadas estdo quitina
sintase, glicana sintase, manosiltransferase, glicanosiltransferase, endoquitinase e
exoquitinase. Além dessas proteinas tradicionalmente de parede celular, estudos tém
comprovado que enzimas glicoliticas e outras proteinas abundantes no citoplasma localizam-
se também na parede celular de P. brasiliensis, tais como a DnaJ mitocondrial (Batista et al.,
2006), a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Barbosa et al., 2006), a triose fosfato

isomerase (Pereira et al., 2007) e a formamidase (Borges et al., 2009).
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1.5. A dindmica da parede celular e o papel das glicanosiltransferases

A natureza dindmica da parede celular fingica deve-se a atuagdo coordenada de uma
série de glicoproteinas presentes em sua estrutura. As fungdes individuais da maioria das
proteinas associadas a essa estrutura ndo foram totalmente determinadas. Porém, baseado em
analises computacionais de modelagem de proteinas e de homologia de sequéncias, essas
proteinas foram agrupadas em duas categorias principais: enzimas associadas a parede celular
e proteinas “estruturais” (Bowman & Free, 2006). Essas enzimas estdo ativamente envolvidas
na sintese e no remodelamento da parede celular (Rast et al., 2003). Neste grupo incluem-se
quitinases, glicanases e peptidases, que hidrolisam e quebram componentes da parede celular,
assim como glicanosiltransferases, envolvidas na sintese e na ligacdo cruzada de polimeros da
parede. As proteinas “estruturais” estdo também incorporadas a parede celular, porém nao
possuem atividade enzimatica. Em geral, estas proteinas sdo relativamente pequenas e nao
possuem dominios funcionais claramente definidos. Muitas destas proteinas desempenham
papéis na migrag¢do celular, na adesdo, no reconhecimento celular e no suporte para outros

componentes da parede celular (Yin et al., 2005).

A maior parte das proteinas de parede celular ¢ integrada a ela via ligagdes covalentes
entre carboidratos presentes nos sitios de N- e O-glicosilacdo e/ou nas ancoras GPI com os
residuos presentes nos polimeros de quitina ou de glicana. As proteinas GPI-ancoradas, como
outras proteinas tradicionalmente de parede celular, possuem um peptideo sinal
aminoterminal em sua sequéncia que as direciona para a via secretoria, além de possuirem
varios sitios de N- e O-glicosilagdo e um carboxiterminal de adi¢do da ancora GPI (Bowman
& Free, 2006). Este dominio hidrofobico da por¢do carboxiterminal ¢ clivado e substituido
pela ancora GPI no residuo de aminoacido designado sitio 6mega (w), dentro do limen do

reticulo endoplasmatico (ER) (Hamada et al., 1998).

A estrutura central da ancora GPI é conservada em eucariotos e consiste de um motivo
fosfatidilinositol, um grupo glicosamina, trés residuos de manose e, por fim, um grupo
fosfoetanolamina (Tiede et al., 1999), conforme representado na Figura 2. O fosfatidilinositol
¢ ligado a um elemento lipidico, que pode ser um diacilglicerol ou uma ceramida. O inositol é
ligado a um residuo glicosamina através de uma ligagdo a-1,6, que, por sua vez, ¢ ligado a

uma cadeia com trés residuos de manose. A fosfoetanolamina ligada ao carbono-6 da terceira
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manose serve como ponto de contato com a proteina marcada, através de uma ligacdo amida.
Esta estrutura central pode receber ainda outros residuos de fosfoetanolamina e carboidratos
acessorios, que se estendem a partir das manoses, contribuindo para a diversidade de ancoras

GPI dos diferentes organismos (Richard & Plaine, 2007; Pittet & Conzelmann, 2007).

Proteina

O Inositol

N Glicosamina

. Manose
(@;’ Fosfoetanolamina

(P) Fosfato

Lipidio

Figura 2. Estrutura central da dncora GPI madura de fungos. R, cadeias laterais. Adaptado (Fujita & Kinoshita,
2009).

Foi demonstrado que um mutante de Aspergillus fumigatus para um gene da via de
biossintese da ancora GPI apresenta parede celular anormal, defeito de crescimento da hifa,
germinacao conidial rapida e aberrante. Além disso, esse mutante exibiu viruléncia reduzida
em camundongos imunocomprometidos. Dessa forma, pode-se dizer que a ancora GPI nao ¢
essencial para a viabilidade celular, mas € requerida para a integridade da parede celular, para
a morfogénese e para a viruléncia (Li et al., 2007). Isso ja havia sido demonstrado de forma
similar para Neurospora crassa. Mutantes deste fungo deficientes em diferentes genes da via
de biossintese da ancora GPI apresentaram taxas reduzidas de crescimento, padrdes de
crescimento de hifa alterados, lise celular aumentada e morfologia anormal. Além disso, a
parede celular desses mutantes ¢ anormalmente fragil, contém quantidade reduzida de
proteinas e composi¢ao carboidratica alterada. Esses dados demonstram a importancia da via
de biossintese da ancora GPI para estrutura e fungdo apropriadas da parede celular (Bowman

etal., 2006).
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Existem diferengas estruturais entre o fosfatidilinositol primério para a sintese da
ancora GPI, o precursor GPI completo imediatamente antes da ligagdo a proteina e a proteina
GPI-ancorada na superficie celular, sugerindo que a estrutura da ancora GPI ¢ remodelada
durante a biossintese e ap6s o acoplamento a proteina (Fujita & Kinoshita, 2009). J& foi
demonstrado que a retencdo de uma cadeia lateral de fosfoetanolamina na manose 2 da
estrutura da ancora GPI em células de ovario de hamster chinés mutadas causa defeitos na
exportacdo de proteinas GPI-ancoradas do ER. O gene responsavel por esse fendtipo foi
denominado de pgap5 (pos-acoplamento da GPI a proteina 5) e existem dois homologos a
esse gene na levedura Saccharomyces cerevisiae (Fujita et al., 2009; Haass et al., 2007). Em
leveduras, dois tipos de remodelamento de lipideos da ancora GPI acontecem no ER,
resultando em proteinas GPI-ancoradas contendo elemento lipidico ceramida ou diacilglicerol
(Sipos et al., 1997). Talvez seja por isso que existam dois homoélogos a pgap5, cada um
responsavel pelo reconhecimento e clivagem da cadeia lateral de fosfoetanolamina da ancora
GPI contendo especificamente um dos motivos lipidicos. Outra possibilidade ¢ que esses
homologos clivem a fosfoetanolamina ligada ou a manose 1 ou a manose 2 de forma
especifica. Esses resultados sugerem a importancia do remodelamento da porcdo glicana
dessa ancora para o transporte das proteinas GPIl-ancoradas do ER para o Golgi,
demonstrando, assim a importancia da por¢do carboidratica nessa estrutura (Fujita &

Kinoshita, 2009; Fujita et al., 2009).

A sintese da ancora GPI ocorre simultaneamente a tradugdo e a clivagem proteolitica
do propeptideo carboxiterminal da proteina marcada para adigao desta ancora (Orlean, 1997).
A sequéncia sinal contida na proteina ¢ reconhecida por um complexo protéico, de
aproximadamente vinte proteinas diferentes, localizado na membrana do ER, conhecido como
GPI transamidase. Este complexo cliva a proteina alvo no sitio ® e medeia a transferéncia da
estrutura central da ancora GPI para a nova regido carboxiterminal da proteina. A dncora GPI
serve para localizar a proteina na membrana plasmadtica e/ou na parede celular, além de ser

importante para a estabilidade e para a funcionalidade da proteina (Bowman & Free, 2006).

As proteinas covalentemente ligadas a parede celular de fungos desempenham varios
papéis na célula, muitos ainda desconhecidos. Como extensivamente revisado, ja foram
descritas varias fungdes para as proteinas GPI-ancoradas, dentre elas estdo o aumento a

resisténcia contra enzimas liticas produzidas pelas células do hospedeiro, por limitar a
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porosidade da parede celular e a protecdo contra a dissecagdo, pelo alto grau de glicosilagdo
dessas macromoléculas. Sendo que esse padrdo de glicosilagdo é um possivel modulador da
resposta imune do hospedeiro frente a infeccdo, o que pode possibilitar a identificagao de
varios sorotipos. Além disso, a maioria das adesinas classicas ja descritas possui ancora GPI,
sendo a adesdo um importante fator de viruléncia em microrganismos, por permitir a interagao
com o hospedeiro. As proteinas que conferem prote¢do contra mecanismos de defesa do
hospedeiro contribuem também para a viruléncia do patégeno; ¢ o caso de algumas enzimas
que participam da detoxificagdo celular, também GPIl-ancoradas e que ajudam na
sobrevivéncia do patdgeno frente ao ataque oxidativo de macréfagos. J& foram identificadas
também proteinas de parede celular com ancoras GPI-modificadas que parecem facilitar a
captacdo de ferro, sendo seus genes codificantes super-expressos em resposta a deprivagao
desse metal. Porém a fun¢do ainda melhor descrita para as proteinas com ancora GPI ¢ o
remodelamento da parede celular durante o crescimento celular, a formagdo do broto, a
divisdo celular, a formacdo das estruturas envolvidas na reproducdo sexuada e durante
situagoes de estresses, 0 que permite a manutengdo da integridade da parede celular (De Groot

et al., 2005).

Estudos demonstraram que vdarias proteinas GPI-ancoradas tém atividade de
transglicosidase (Mouyna et al., 2000a; Rodriguez-Pena et al., 2000; Kitagaki et al., 2002;
Cabib et al., 2007; Castro et al., 2009). Dentre elas estdo as proteinas Gas (glicofosfolipideo
ancorado a superficie), Phr (pH-regulada), Gel (glicanosiltransferase alongando glicana) e
Epd (essencial para o desenvolvimento da pseudohifa) pertencentes a familia 72 das glicosil-
hidrolases (GH72) (Mouyna et al., 2000b). Essa familia de proteinas é requerida para
ramificacdo da hifa, para germinacdo do conidio, para brotamento da levedura e para
manuten¢do do equilibrio entre hidrdlise e alongamento dos polimeros da parede celular

(Mouyna et al., 2000a).

As proteinas Gas/Gel consistem de uma sequéncia sinal, um centro catalitico, além de
um dominio rico em cisteina (classificado como um modulo de ligagdo a carboidratos,
CBM43) ou um motivo rico em serina e treonina, seguido por uma ancora GPI (Hurtado-
Guerrero et al., 2009). Baseado na presenga ou na auséncia do CBM43, a familia GH72 ¢
subdividida em GH72" e GH72", respectivamente (Ragni et al., 2007b). O genoma de S.
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cerevisiae codifica para cinco proteinas (Gasl-GasS), sendo duas delas, Gasl e Gas2,
pertencentes a subfamilia GH72". Com excecdo da Gas3, a atividade de transglicosidase foi
reportada a todas essas enzimas (Ragni et al., 2007a; Ragni et al., 2007b). O genoma de A.
fumigatus contém sete genes (gell-gel7), sendo que apenas Gellp, Gel2p (ambas GH72") e
Geldp (GH72") sdo expressas durante o crescimento do micélio em meio rico (Mouyna et al.,
2005). Em Candida albicans cinco enzimas da familia GH72, Phr1-Phr3, Pga4 ¢ Pga5, foram
detectadas. Phrlp, Phr2p e PgaSp pertencem a subfamilia GH72", enquanto Phr3p e Pgadp
pertencem a GH72". Isso demonstra que, independente da presenca ou auséncia do dominio
CBM43, essas proteinas apresentam a mesma atividade glicanosiltransferase (Ragni et al.,
2007b). Diferentes enzimas GH72" e GH72" devem satisfazer as necessidades celulares de
remodelar B-1,3-glicana em diferentes condigdes fisiologicas e em diferentes conformagdes

do substrato. Isso poderia explicar a redundancia das enzimas GH72 (Popolo et al., 2008).

Recentemente a primeira estrutura cristalografica de uma glicanosiltransferase, a
ScGas2p, foi apresentada. Revelou-se que o centro catalitico desta enzima interage fortemente
com o dominio de ligagdo a glicana CBM43. O sitio ativo ¢ localizado em uma fenda rica em
tirosina, que possui dois acidos glutdmicos como residuos cataliticos. Dados de mutagénese
sitio-dirigida juntamente com esses de cristalografia sugerem que a ligacdo do produto no
sitio aceptor ¢ crucial para o balancgo fino entre hidrolise e transglicosilagdo, ja que a base
catalitica torna-se obstruida, o que previne a entrada de uma molécula de agua e, assim, a

ativacdo de um novo passo de hidrolise (Hurtado-Guerrero et al., 2009).

A enzima Gel/Gas ¢ capaz de clivar a molécula de B-1,3-glicana internamente e
transferir a extremidade redutora recém-gerada para uma nao redutora de outra molécula de -
1,3-glicana em um sitio de ramifica¢do (Figura 3). A geragdo de uma nova ligacdo B-1,3
entre estas moléculas resulta no alongamento da cadeia lateral de B-1,3-glicana, que serve
como um esqueleto sobre o qual outros polissacarideos (quitina e galactomanana, por

exemplo) e proteinas da parede celular sdo aderidos (Mouyna et al., 2000a).
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Figura 3. Eventos hipotéticos envolvidos na sintese e nas modificagdes pos-traducionais da f-1,3-glicana na
parede celular. $-1,3-glicanosiltransferase deve estar envolvida no terceiro passo: a elongagdo de cadeias laterais
de B-1,3-glicana.

A fungdo essencial dessas enzimas na morfogénese fungica foi demonstrada por varios
estudos de mutacdo génica em diferentes organismos. Inicialmente, evidenciou-se que a
muta¢ao nula do gene gasl de S. cerevisiae causa varios defeitos morfogénicos, como células
com morfologia anormal, defeitos na matura¢ao do brotamento e na separacdo celular. Além
disso, as leveduras tornam-se mais sensiveis a presenga de dodecil sulfato de sodio (SDS) e de
Calcofluor White ¢ mais resistentes a enzimas hidroliticas como zimoliase. A linhagem
mutante gasla, além de exibir um crescimento reduzido, apresenta alteragdes estruturais na
parede celular, incluindo uma diminui¢do no conteudo de glicana € um aumento no conteudo
de quitina (Ram et al., 1994; Ram et al., 1995; Popolo et al., 1993; Popolo et al., 1997).
Apesar das variagdes nas sequéncias de aminodcidos, as proteinas Gell e Gel2 de A.
fumigatus e Phrl ¢ Phr2 de C. albicans sdo capazes de restaurar o defeito causado pela
mutacdo do gene gasl, evidenciando que todas essas proteinas catalisam a mesma reagao

enzimatica (Vai et al., 1996).

Foi demonstrado também que Gas2p e¢ Gasdp de S. cerevisiae sdao produzidas
exclusivamente durante a esporulagdo e que ambas as proteinas desempenham papéis
redundantes na maturagdo da parede do esporo. O mutante duplo gas24gas4A apresenta
redugdo severa na eficiéncia de esporulacdo, um aumento consideravel na permeabilidade a
substancias exogenas e a produ¢do de esporos inviaveis. Andlises ultraestruturais do esporo

indicam que a perda de Gas2p e Gas4p afeta a correta ligacdo da glicana a camada de
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quitosano, provavelmente devido a falta de remodelamento da camada de glicana (Ragni et
al., 2007a). Semelhante ao que acontece em S. cerevisiae, Gas4p de Schizosaccharomyces
pombe também ¢ dispensavel para o crescimento vegetativo, mas € essencial para a formagdo
do esporo. Mutantes Spgas44 nao dao origem a esporos viaveis, sugerindo que a maturagao
da parede do esporo ¢ necessaria para a manuten¢do da viabilidade. A auséncia de Gas4p
induz uma diminui¢cdo dos contetidos de [3-1,3-glicana da parede celular, que ¢ compensada

pelo aumento da fra¢do a-glicana e manana (de Medina-Redondo et al., 2008).

Em A. fumigatus, o rompimento do gene gell ndo resultou em fenétipo anormal,
enquanto que os mutantes gel24 e gellA4gel2A4 exibiram crescimento reduzido, conidiogénese
anormal e composicdo distinta da parede celular, além de serem menos virulentos que a
linhagem selvagem em modelo murino de aspergilose invasiva. Esta foi a primeira vez que se
demonstrou que a B-1,3-glicanosiltransferase ¢ requerida tanto para a morfogénese quanto
para a viruléncia em A. fumigatus (Mouyna et al., 2005). Ensaios de imunoprote¢do de
camundongos com a proteina recombinante Gellp de Coccidioides posadassi demonstraram

que esta molécula foi capaz de protegé-los contra a coccidioidomicose (Delgado et al., 2003).

Em C. albicans, phrl ¢ expresso em valores de pH igual ou maiores que 5,5 e phr2 ¢
expresso em valores de pH abaixo de 5,5 (Saporito-Irwin et al., 1995; Muhlschlegel & Fonzi,
1997). Dessa forma, o mutante phrlA ¢ avirulento em modelo murino de infecgdo sistémica,
com pH préximo da neutralidade; enquanto que em modelo murino de infec¢ao vaginal, cujo
pH gira em torno de 4,5, a viruléncia ndo ¢ afetada. O contrario ocorre para o mutante phr24,
que ¢ avirulento em modelo de infec¢do vaginal e ndo tem sua viruléncia afetada em modelo
de infeccdo sistémica. Isso sugere que Phrlp e Phr2p sdo essenciais para a adaptagdo e
colonizagdo de C. albicans aos diferentes nichos de pH do hospedeiro (De Bernardis et al.,
1998).

Em um ensaio de reatividade imunoldgica, as proteinas recombinantes ScGasl-5 e
AfGell-2 foram reconhecidas especificamente pelos anticorpos presentes no soro de pacientes
com aspergilose e candidose. Porém essas proteinas ndo se demonstraram Aspergillus- ou
Candida-especificas, reagindo cruzadamente com soros de pacientes infectados por esses dois

patogenos, que colonizam diferentes sitios no hospedeiro. Esses resultados sugerem que essas
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enzimas GPI-ancoradas s3o constituintes da parede celular reativos imunologicamente e que
devem desempenhar um papel importante nas infecgdes fingicas humanas de um modo geral

(Arroyo et al., 2007).

Recentemente, foi sugerido que a Gaslp de S. cerevisiae participa do silenciamento
transcricional sitio-especifico. Nesse fungo, as trés regides de cromatina silenciada sdo: os
loci do tipo reprodutivo (HML e HMR), os telomeros localizados nas extremidades de cada
cromossomo ¢ o locus do DNA ribossomal (rDNA). O silenciamento requer quatro proteinas
reguladoras da informagdo para silenciamento (Sir), sendo Sirl, Sir3 e Sir4 exclusivas de S.
cerevisiae e Sir2 conservada de bactérias a humanos (Rusche et al., 2003). A delegdo de gasl
ndo altera o padrdo de silenciamento em HM e resulta em silenciamento reduzido dos
telomeros ¢ aumentado do rDNA. Nenhum outro gene apresenta este efeito locus-especifico
no silenciamento génico da levedura. Foi demonstrado também que a atividade catalitica de
Gaslp ¢ requerida para o silenciamento normal e que seu papel no silenciamento ¢
independente de seu papel na biogénese da parede celular, porque outros mutantes de parede
celular ndo apresentam defeitos no silenciamento. Foi demonstrado que Gaslp interage
fisicamente com Sir2p, uma deacetilase de histona, o que sugere que a glicanosiltransferase
esta localizada também na periferia nuclear. O modelo proposto indica que Gaslp modifica o
complexo Sir através da adicdo de um motivo de carboidrato, alterando a capacidade do
complexo em formar e manter a cromatina silenciada. Esse estudo revela um novo papel

nuclear da B-1,3-glicanosiltransferase no silenciamento transcricional (Koch & Pillus, 2009).

Em um rastreamento do transcritoma de P. brasiliensis em busca de sequéncias
codificantes para proteinas potencialmente GPI-ancoradas, foram encontradas trés possiveis
B-1,3-glicanosiltransferases, denominadas Gell-Gel3 (Castro et al., 2005). Recentemente,
constatou-se que tanto os transcritos codificantes para PbGel3p, quanto a propria proteina sdo
mais abundantes na fase miceliana do fungo, corroborando o fato de a parede celular do
micélio ser composta prioritariamente de B-1,3-glicana. Além disso, analises de microscopia
confocal e imunoeletronica confirmaram a localizagao preferencial da Gel3p na superficie da
célula do fungo. Foi observado também que a proteina PbGel3 foi capaz de complementar o
fenétipo da linhagem de S. cerevisiae gaslA, sugerindo seu papel na biossintese e na

morfogénese da parede celular de P. brasiliensis (Castro et al., 2009).
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1.6. Interacdes entre proteinas

Interagdes proteina-proteina (PPIs) sdo consideradas o esqueleto basico da
organizacdo ¢ homeostase de qualquer organismo vivo (Misteli, 2001). A finalizagdo dos
projetos genoma de vdrios eucariotos superiores demonstrou que a complexidade biologica
dos organismos ndo estd acompanhada pelo aumento do nimero de genes. Sugere-se, entdo,
que essa complexidade ¢ derivada de um elevado padrdo de PPIs (Claverie, 2001; Rubin,
2001). Assim um dos enfoques da era pos-gendmica € a identificacao dessas interagdes para a
inferéncia de funcgdes a partir de uma proteina associada que ja tenha fun¢do descrita. Dessa
maneira, se a fun¢cdo de uma proteina ¢ conhecida, a fun¢do de sua ligante ¢ provavelmente
relacionada, conceito denominado de “culpa por associacao” (Drewes & Bouwmeester, 2003).
Além disso, saber a posicdo de uma proteina na complexa rede de interagdes protéicas

celulares facilita a descoberta de novos alvos para drogas (Skrabanek et al., 2008).

Inicialmente a detec¢dao de PPIs era limitada a ensaios bioquimicos laboriosos como a
coimunoprecipitagdo e a cromatografia de afinidade. Mas muitas técnicas t€m sido
desenvolvidas para ampliar e simplificar essa deteccdo. De uma maneira geral, essas técnicas
de identificacdo de PPIs podem ser divididas em protedmicas e gendmicas. As primeiras sao
representadas por andlises de espectrometria de massas de complexos protéicos nativos
purificados por captura de afinidade. Nas abordagens genomicas cada proteina de interesse
codificada pelo genoma ¢ expressa para o exame de interagdes mutuas. Nesta categoria
incluem-se o sistema de duplo hibrido em levedura e o chip de proteinas. A metodologia de
duplo hibrido em levedura possibilita mapear interagcdes entre duas proteinas determinadas ou
rastrear uma biblioteca em busca de interagdes para uma proteina de interesse. Os chips de
proteinas sdo adequados para detectar tanto interagdes proteina-proteina, quanto proteina-

lipidio e proteina-ligante (Drewes & Bouwmeester, 2003; Ito et al., 2001).

O sistema de duplo hibrido em levedura foi desenvolvido originalmente por Fields e
Song como uma ferramenta genética de deteccdo de PPIs em um ambiente celular (Fields &
Song, 1989). Essa técnica ¢ baseada no fato de que varios fatores de transcri¢do eucaridticos
possuem dois dominios funcionalmente distintos: o de ligacdo ao DNA (BD) e o de ativacao
transcricional (AD). No sistema de duplo hibrido classico (Figura 4), a “isca” ¢ construida

pela fusdo de uma proteina X com o BD e a “presa” ¢ a fusdo de Y com AD. Esses vetores
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quando coexpressos em S. cerevisiae e as proteinas X e Y interagem, ha a reconstituigdo de
um fator de transcri¢do funcional, que ativara a transcricdo de varios genes reporteres

contidos no genoma da levedura hospedeira (Auerbach et al., 2002).

X Y

LT (v ) rwo

T —
reporteres reporteres
Hapldide tipo a, Hapléide tipo a,
sem ativacao dos sem ativacao dos
genes reporteres genes reporteres

Promocgao da diploidia |

X
@)
a =)
8321‘98550'
reporteres

Dipléide, ativagdo dos
genes reporteres

Figura 4. Metodologia classica de duplo hibrido usando diploides de S. cerevisiae. Construgdes codificantes
para duas proteinas (X e Y) que possivelmente interagem, fusionadas com o dominio de ligagdo ao DNA (BD) e
com o de ativagdo transcricional (AD), respectivamente, sdo transformadas separadamente em linhagens de tipos
reprodutivos opostos (a e o). Apds a promogao da diploidia, ambas as construgdes devem estar presentes em uma
mesma célula leveduriforme, se as proteinas X ¢ Y realmente interagirem, havera a ativagao de genes reporteres.
Adaptado (Causier & Davies, 2002).

As vantagens desse sistema, além da rapidez e do baixo custo, sdo a facilidade de
analise de interagdes desconhecidas de uma dada proteina, j& que suas ligantes sdo
identificadas por sequenciamento de DNA do inserto de cDNA; a maior proximidade com o
que acontece naturalmente, uma vez que o rastreamento das interagdes ¢ promovido in vivo
em células de levedura; a facilidade de deteccdo de interagdes entre proteinas pouco
abundantes ¢ de PPIs fracas, com constante de dissociag@o acima de 70 uM (Cho et al., 2004).
Porém existem também algumas limitagdes da técnica como: as interacdes sdo forcadas a
ocorrer no nucleo, inviabilizando o estudo de proteinas que possuem fortes sinais de
localizagdo para outras partes da célula, como as proteinas integrais de membrana; fatores de
transcricdo e outras proteinas podem autoativar a transcrigdo dos genes reporteres; as
proteinas em estudo podem ndo sofrer as devidas modificacdes pdstraducionais, excluindo
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interagdes dependentes dessas alteragdes; as interagdes que ocorrem na por¢ao N-terminal da
proteina podem ser prejudicadas pela presenga do BD ou do AD fusionado a essa regidao. O
uso de dois ou mais genes reporteres para verificar as interagdes eliminam um grande nimero
de falso-positivos, além disso, as interacdes sdo geralmente confirmadas por métodos
alternativos, como a coimunoprecipitagdo (Drewes & Bouwmeester, 2003; Causier & Davies,
2002).

Uma maneira alternativa de se estudar as PPIs é purificar o complexo multiprotéico
por purificacdo de afinidade, sendo o tipo mais comum de abordagem denominado de pull-
down (Figura 5). Basicamente, o pull-down ¢ uma técnica in vitro que consiste de uma
proteina isca fusionada, comumente, a glutationa S-transferase (GST), que pode ser usada
para identificar possiveis proteinas ligantes, as presas. A isca, purificada de um sistema de
expressao heterdloga, por imobilizagdo a uma resina de afinidade de glutationa, serve como
um suporte de afinidade secundario para ligagdo das presas. O complexo protéico purificado
pode ser resolvido por eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes desnaturantes
(SDS-PAGE) uni ou bidimensional. As proteinas sdo digeridas por uma protease e 0s

peptideos digeridos sdo identificados por espectrometria de massas (MS) (Cho et al., 2004).

o=m proteina de fusio

coluna de afinidade

Separagao das proteinas
por SDS-PAGE

l

Analise de cada banda
protéica por MS

Figura 5. Purificagdo por afinidade de complexos protéicos associada a espectrometria de massas (MS). A
proteina isca ¢ primeiramente expressa fusionada a uma proteina adjuvante no processo de purificagdo. Apods
este processo, o lisado celular ¢ incubado com a proteina de fusdo purificada. O complexo protéico ¢ resolvido
por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e cada proteina ¢ identificada por MS. Adaptado (Cho et
al., 2004).
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Algumas das vantagens em se utilizar o ensaio de pull-down associado a MS sio: as
interagdes sao detectadas sob condigdes similares as do ambiente celular nativo; é possivel
estudar multicomplexos; a técnica ndo ¢ restrita a um tipo celular ou a um organismo; ¢
possivel estudar a dinamica das interagdes protéicas; apenas uma das proteinas do complexo ¢
expressa como proteina de fusdo, diminuindo possiveis interferéncias estéricas. Apesar das
inimeras vantagens, o ensaio apresenta também desvantagens como: altos custos e ndo
identificacao de algumas interagdes pela baixa afinidade entre as proteinas, pelo baixo nivel
de expressdo das proteinas ligantes e pelos limites de detec¢do do instrumento de MS (Cho et

al., 2004; Drewes & Bouwmeester, 2003).

Devido a existéncia de vantagens e de desvantagens de cada técnica de deteccdo das
PPIs, elas devem ser usadas de forma complementar para produzirem um mapa de PPI
compreensivel e de alta qualidade. Como ainda ndo existem ferramentas moleculares para
abordagens genéticas classicas e reversas para estudo de funcdo génica em P. brasiliensis,
tem-se utilizado o estudo de PPI para inferéncia de fungdes (Borges et al., 2009; Chen et al.,
2007).
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Il. Justificativa

A parede celular de microrganismos patogénicos atua como uma barreira inicial no
contato entre o parasito e o hospedeiro. Além de funcionar como uma barreira mecanica, ela
abriga um arsenal de macromoléculas imunogénicas e, dessa forma, a parede celular de
fungos ¢ um potencial alvo para busca de candidatos a vacinas e para estudos de inibicao de
macromoléculas patogénicas. Uma forma pela qual as proteinas estdo associadas a parede
celular ¢ através de ancoras-GPI. As proteinas GPI-ancoradas foram reportadas em diversos
microrganismos patogénicos como imunogénicas, imunoprotetoras € como importantes

fatores de viruléncia.

A extremidade carboxila hidrofobica de (-1,3-glicanosiltransferase € caracteristica de
proteinas GPI-ancoradas. Esta enzima participa do remodelamento de novos polimeros de -
1,3-glicana na parede celular de fungos, tanto filamentosos quanto leveduriformes. Varios
estudos de mutagdo génica em diferentes organismos demonstraram a funcao essencial dessas
enzimas na morfogénese, no crescimento e na viruléncia fingicos. Além disso, recentemente,
foi demonstrado o papel dessa enzima no silenciamento transcricional e sugeriu-se uma nova

localizagao dessa proteina na periferia nuclear.

Na célula, as proteinas participam de uma extensa rede de interacdes intermoleculares.
Essas intera¢des sdo dinamicas e dependentes de uma série de sinais intra ou extracelulares.
Um passo inicial para se entender a estrutura e a funcdo de uma proteina ¢ determinar com
quais outras proteinas ela interage, o que permite estabelecer as vias metabdlicas relevantes

das quais a molécula alvo participa.

Dessa forma, o estudo da proteina PbGell e o rastreamento de suas interagdes
intermoleculares permitem avaliar o papel dessa proteina no remodelamento da parede celular

e inferir novos papéis para essa enzima e para suas proteinas ligantes.
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I11. Objetivo

O presente trabalho visa estudar possiveis interagdes proteina-proteina realizadas pela
B-1,3-glicanosiltransferase 1 de Paracoccidioides brasiliensis (PbGellp), que podem estar
associadas @ manuteng¢do e ao remodelamento da parede celular do fungo, bem como a outros

papéis ainda ndo bem estabelecidos.
Para isso foram tracadas as seguintes estratégias:

e Rastrear uma biblioteca de duplo hibrido construida em S. cerevisiae em busca de

provaveis intera¢des intermoleculares in vivo da PbGellp;

e Identificar os transcritos que apresentaram interagdo com a proteina de interesse

através de sequenciamento automatico e analises de bioinformatica;

e Confirmar in vitro algumas interagdes rastreadas pela técnica de duplo hibrido

através de coimunoprecipitagio;

e Isolar interagdes in vitro promovidas pela PbGellp pela metodologia de pull-down

de proteina fusionada a GST;

e Identificar as intera¢des isoladas por pull-down através de espectrometria de

massas.
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IV. Materiais e Métodos

IV.1. Linhagem do fungo e condigdes de crescimento

Foi utilizado neste estudo a linhagem 01 (ATCC MYA-826) de P. brasiliensis. O
fungo ¢ mantido em nosso laboratorio em meio Fava-Netto (Fava-Netto, 1955) na temperatura

de 36 °C para a fase de levedura e de 23 °C para a de micélio.

IV.2. Rastreamento in vivo de interacdes de PbGellp em uma biblioteca de duplo
hibrido

O rastreamento in vivo de provaveis interagdes da PbGellp com outras proteinas foi
realizado utilizando a técnica de duplo hibrido em S. cerevisiae, cepas AH109 e Y187,
segundo as instru¢des do sistema comercial Matchmaker™ Library Construction & Screening
(Clontech Laboratories, Inc.). O c¢cDNA codificante para PbGellp, ja obtido em nosso
laboratério (nimero de acesso no GenBank: DQ186601), foi ligado no vetor de expressao
pGBKT?7 (que contém gene trpl, permitindo selecdo em meio minimo sem triptofano) em
fase de leitura com o BD do fator transcricional de levedura GAL4. A cepa Y187 (tipo
reprodutivo o), mutada para o gene trpl, de S. cerevisiae foi transformada com o vetor
pGBKT7 — Pbgell. Em paralelo, a biblioteca de cDNA de P.brasiliensis, fase de levedura, foi
ligada no vetor de expressdo pGADT7-Rec (que contém gene leu2, permitindo sele¢do em
meio minimo sem leucina) em fase de leitura com o AD de GAL4. O material foi introduzido
na cepa AH109 (tipo reprodutivo a), mutada para o gene leu2. Posteriormente, as cepas
transformadas, Y187 e AH109, foram inoculadas em um mesmo sistema para promog¢ao da
diploidia, o que permitiu a transcri¢do dos genes reporteres ade2 e his3 que permitiram a
selecdo em meio minimo sem adenina e sem histidina. As leveduras diploides foram, entdo,
plaqueadas em meio auxotréfico altamente seletivo (sem triptofano, leucina, adenina e

histidina) para rastreamento das intera¢cdes PbGellp-proteinas realizadas.

Para eliminacdo de falso-positivos, colonias positivas obtidas neste primeiro

rastreamento foram transferidas para meio auxotréfico contendo 5-Bromo-4-Cloro-3-Indol-D-
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galactopiranosideo (X-a-Gal), um substrato cromogénico. Esse ensaio monitora a ativagdo do
também gene reporter mell, que codifica para a enzima secretada a-galactosidase. Esta
enzima hidrolisa X-a-Gal, levando a formacao de um produto final azulado, o que explica a

coloracdo azul das coldnias abrigando interagdes positivas.

1VV.3. Identificacdo dos transcritos codificantes para as interagdes rastreadas

Para a identificacdo dos cDNAs codificantes para proteinas que realizam interacao
com a PbGellp, foram realizadas PCRs do material genomico obtido apds aquecimento das
coldnias selecionadas, utilizando oligonucleotideos especificos (senso: S—CTATTCGATG
ATGAAGATACCCCACCAAACCC-3' e antisenso: 5'-GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAG
TATCTACGAT-3") para o vetor pGADT7-Rec, fornecidos pelo sistema comercial
Matchmaker™ Library Construction & Screening (Clontech). Os fragmentos de DNA obtidos
apos as PCRs foram purificados utilizando o sistema comercial GFX™ PCR DNA and Gel
Band Purification (GE Healthcare™) e, posteriormente, sequenciados baseado em metodologia
ja descrita (Sanger et al., 1977), utilizando o sistema comercial de sequenciamento automatico
DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit for MegaBACE™ (GE Healthcare®) ¢ o sequenciador
MegaBace 1000 DNA (GE Healthcare®).

As sequéncias de DNA foram processadas utilizando-se o programa PHRED (Ewing
& Green, 1998; Ewing et al., 1998), com os parametros de tamanho minimo da sequéncia
analisada e de qualidade dos nucleotideos de 75 e 20, respectivamente. Posteriormente, as
sequéncias que se enquadravam no padrdo escolhido foram processadas pelos programas
CROSSMATCH  (http://www.genome.washington.edu/UWGC/analysistools/Swat.cfm) e
CAP3 (Huang & Madan, 1999). Em seguida, foram feitas andlises de identidade contra o
banco do genoma estrutural de P. brasiliensis e contra o banco de dados ptiblico GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) por blastx (Altschul et al., 1997). Os valores esperados

(valores e) foram considerados relevantes quando menores que 1e-05.
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IV.4. Confirmacao das interacgdes por coimunoprecipitacao

Os c¢DNAs codificantes para PbGell e para algumas das proteinas rastreadas na
biblioteca de duplo hibrido foram transcritos e traduzidos in vitro utilizando o sistema
comercial TNT® Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega, Madison, USA). Os
fragmentos de DNA purificados, amplificados por PCR de material gendmico liberado apds
aquecimento das coldnias selecionadas, serviram como molde para a transcrigdo e tradugdo in
vitro na presenca de >°S-metionina (Perkin-Elmer, Wellesley, MA), usando um lisado de
reticuldcitos de coelho. Apds incubagio da reagdo por 90 minutos, a 30 °C, 5-10 pL de reagio
foi desnaturado a 80 °C, por 10 min, em tampdo de amostra (Tris-HCI 50 mM, pH 6,8; 1,4-
ditiotreitol (DTT) 100 mM; SDS 2%; azul de bromofenol 0,1%; glicerol 10%). As amostras
foram resolvidas em gel de gradiente linear (4-12%) SDS-PAGE, que foi posteriormente
fixado em solug¢do de fixagdo (metanol 50%; acido acético 10%) por 30 min, seco a 80 °C, por

90 min, sob vacuo, e exposto a filme autoradiografico por 36-60 horas.

Apo6s a visualizagdao dos produtos de traducao em filme autoradiografico, as amostras
foram submetidas a ensaios de coimunoprecipitagdo in vitro como descrito no sistema
comercial Matchmarker CO-IP (Clontech Laboratories, Inc.). O inserto Pbgell, clonado no
vetor pGBKT?7, ao ser transcrito e traduzido in vitro, resulta na proteina PbGell fusionada ao
epitopo c-Myc (isca). Da mesma forma, os cDNAs clonados em pGADT7-Rec resultam em
proteinas fusionadas ao epitopo hemaglutinina (HA) — presas. Para confirmar a interacao entre
essas proteinas, a isca e cada uma das presas foram incubadas em um mesmo sistema por 1 h,
a 25 °C. Apos esse periodo, foi adicionado o anticorpo anti-c-Myc ao sistema, que foi
incubado por mais 1 h, a 25 °C. Para precipitagdo da interag¢do, foram utilizadas esferas de
agarose recobertas por proteina A, que t€m afinidade pelo anticorpo comercial utilizado. Apos
diversas lavagens, para retirada das ligagdes inespecificas, o complexo protéico foi eluido por
aquecimento a 80 °C, por 10 min, em tampdo de amostra (acima citado), e as proteinas foram
resolvidas por SDS-PAGE. O gel foi fixado e, posteriormente, incubado com 20 mL de
reagente de amplificagdo fluorografica NAMP100 Amersham Amplify Fluorographic Reagent
(GE Healthcare®). Apods 20 min, o gel foi seco e exposto a filme autoradiografico por 10-60

dias.
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Os controles negativos foram realizados incubando cada uma das presas com o
anticorpo anti-c-Myc para confirmar que a interag@o detectada era produto de associagdo entre

aisca e a presa, € nao um artefato de ligacdo da presa ao anticorpo anti-c-Myc.

IVV.5. Expresséo e purificacdo da proteina recombinante PbGell

O cDNA codificante para PbGellp, clonado no vetor de expressio pGEX-4T-3 (GE
Healthcare), ja obtido em nosso laboratorio (Castro, 2008), foi introduzido na linhagem BL21
Star"™(DE3)pLysS (Invitrogen™™ Life technologies) de Escherichia coli por choque térmico.
50 ng do plasmideo recombinante foi incubado com 100 pL de célula competente por 60 min,
em gelo. Apds o choque térmico (42 °C por 1 min € 0 °C por 2 min), as células foram
recuperadas em meio Luria-Bertani (LB) liquido (triptona 10 g, NaCl 10 g , extrato de
levedura 5 g, dgua destilada (qg.s.p.) 1.000 mL , pH 7,0) por 1 h, a 37 °C, sob agita¢do lenta
(150 rpm). Para selecdo dos transformantes, as células recuperadas foram semeadas em meio
LB contendo 1,2% de agar, 100 ng/mL de ampicilina, 34 pg/mL de cloranfenicol ¢ 0,02 M de

glicose. As placas foram incubadas a 37 °C, por 16 h.

Foram selecionadas duas coldnias crescidas em meio solido para serem inoculadas em
meio LB liquido (contendo 100 pg/mL de ampicilina, 34 pg/mL de cloranfenicol e 0,02 M de
glicose) e crescidas a 37 °C, por 16 h, sob agitagdo vigorosa (200 rpm). Foi utilizado 1% deste
pré-indculo para a preparagdo de um litro de indculo em LB liquido (contendo 100 pg/mL de
ampicilina, 34 pg/mL de cloranfenicol e 0,02 M de glicose), que foi incubado a 20 °C, sob
agitacdo vigorosa até a densidade Optica medida a 600 nm (DOgny) de 0,5. Para inducao da
sintese da proteina recombinante, foi adicionado 0,1 mM de isopropil p-D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG) e a incubagéo de células procedeu-se por mais 16 h, a 15 °C, sob
agitacao vigorosa. O controle da inducdo foi realizado pela ndo adicdo de IPTG a uma
aliquota de 5 mL do in6culo, que foi submetido as mesmas condi¢des de incubagdao do
sistema de inducdo. Apos as 16 h de incubacdo, as células foram recuperadas por
centrifugacdo (2.000 x g, 10 min) e ressuspensas em 50 mL de tampao fosfato-salino (PBS)
1x (NaCl 0,14 M; KCI 2,7 mM; Na,HPO4 10 mM; KH,PO4 1,8 mM; pH 7,4). Para confirmar

a indugdo da sintese da proteina PbGell fusionada a GST, 15 puL de cada amostra (controle e
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inducdo) foram submetidos a SDS-PAGE e o gel analisado apds coloracdo por azul brilhante

de Comassie G-250. O restante da amostra foi congelado a -20 °C.

As células foram lisadas por sonicacdo em gelo para solubilizagdo da proteina
recombinante. Foram utilizados 20 ciclos de sonicacdo de 30 segundos cada ¢ 1 min de
intervalo entre eles, no Desruptor de células ultrassonico (Unique Group), com microponta de
titdnio catenoidal de 4 mm de diametro. O lisado de células foi centrifugado a 20.000 x g, por
10 min, para separacdo dos fragmentos celulares. Para confirmacdo da solubilizacdo da
PbGellp, aliquotas do sobrenadante ¢ do sedimento foram analisadas por SDS-PAGE e

coloragdo do gel por azul brilhante de Comassie G-250.

Para purificacdo da proteina recombinante, foi utilizado 5 mL do sobrenadante da
sonicagdo a uma concentracdo de 3,6 mg/mL para incuba¢do com 166,67 pL da resina
glutathionesepharose 4B (GE Healthcare) por 40 min, no gelo, sob agitagao suave. Essa
matriz de sefarose contendo glutationa imobilizada apresenta afinidade pela proteina GST
expressa fusionada a proteina recombinante de interesse. A resina foi lavada 30 vezes com
PBS 1x a 37 °C, para retirada das ligagdes inespecificas, e ressuspensa em 83 uL deste mesmo

tampao.

Para fins de controle experimental do pull-down, os mesmos procedimentos, em
menor escala, foram realizados com o vetor pGEX-4T-3 para expressdo apenas da proteina
GST. Desta maneira, foi induzido 400 mL de indculo de células transformadas com o
plasmideo pGEX-4T-3. As células foram lisadas por 15 ciclos de sonicagdo e 1,2 mL do
sobrenadante deste procedimento, a uma concentracdo de 3,6 mg/mL, foi incubado com 40
uL de resina. Apds 40 min, no gelo, sob agitagdo suave, a resina foi lavada cinco vezes com

PBS 1x a 37 °C e ressuspensa em 1 mL deste tampao.

Aliquotas de 10 pL de ambas as resinas purificadas foram analisadas por SDS-PAGE

e coloragdo por azul brilhante de Comassie G-250.
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IVV.6. Obtencéo do extrato celular de leveduras de P. brasiliensis

Células leveduriformes de P. brasiliensis congeladas com nitrogénio liquido foram
maceradas com pistilo em um graal até a ruptura total das células. Neste momento, o
macerado foi transferido para um tubo tipo Falcon e foram adicionados tampdo Tris-célcio
(Tris-HC1 20 mM, pH 8,8; CaCl, 2 mM) com 1% de inibidor de proteases (Protease Inhibitor
mix 100X, Amersham) e pérolas de vidro. Apods agitagdo por 30 min, a 4 °C, a amostra foi
centrifugada a 2.000 x g por 15 min. O sobrenadante foi transferido para tubos do tipo
Eppendorf e centrifugado por mais 15 min, a 20.000 x g. O extrato protéico clarificado foi
analisado por SDS-PAGE e quantificado pelo reagente de Bradford (Sigma Aldrich), usando

BSA (soro-albumina bovina) como padrao.

IV.7. Isolamento de interagdes in vitro da PbGellp por pull-down de proteina fusionada
aGST

Inicialmente, 6 mg do extrato protéico clarificado foi incubado com 10 pL da resina
ligada somente a GST por 2 h, a 4 °C, sob agita¢do suave. O sistema foi centrifugado a 200 x
g por 5 min. O sobrenadante, livre das ligagdes inespecificas com a GST, foi incubado com 50
uL da resina ligada a proteina de fusdo PbGell por 3 h, a 4 °C, sob agita¢do suave. Ambas as
resinas foram lavadas quatro vezes com PBS 1x gelado e ressuspendidas em 20 pL de tampao
de amostra. Apos eluigdo do complexo protéico ligado as resinas por aquecimento a 80 °C por
10 min, as amostras foram submetidas a SDS-PAGE, juntamente com aliquotas das resinas
ndo submetidas ao pull-down, como controle. O gel foi corado com PhastGel™ Blue R (GE
Healthcare) ¢ as proteinas exclusivas da amostra obtida apos o pull-down com a proteina de
fusdo PbGell foram selecionadas e retiradas do gel para identificacdo por espectrometria de

massas (MS).

I\VV.8. Protedlise e identificacédo dos peptideos por espectrometria de massas

As proteinas selecionadas, ainda aprisionadas na malha do gel de poliacrilamida,

foram lavadas com agua ultrapura e incubadas em acetonitrila por 5 min. O solvente foi seco
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sob véacuo e as amostras foram agitadas rapidamente em 25 mM de bicarbonato de amdnio
(NH4HCO3) contendo 10 mM de DTT e mantidas a 56 °C por 60 min para reducdo das pontes
dissulfeto. O sobrenadante foi removido e substituido por 55 mM de iodocetamida em 25 mM
de NH4HCO3 para alquilagdo dos residuos de cisteina. Apds 45 min de incubagdo ao abrigo
da luz, a 25 °C, o sobrenadante foi retirado e foi adicionada uma solu¢do de 25 mM de
NH4HCO;3. Apos 10 min de agitagdo, a solucdo foi substituida por outra de 50% de
acetonitrila em 25 mM de NH4HCO; e a agitagcdo procedeu-se por mais 5 min. Esta lavagem
foi repetida e o liquido foi seco sob vacuo. Os fragmentos de gel foram reidratados com
tripsina (Promega, Madison, WI) a 10 ng/uL, no gelo, por 10 min. O excesso da protease foi

retirado e foi adicionado o tampao bicarbonato para incubagdo das amostras por 16 h, a 37 °C.

Os peptideos resultantes da digestdo triptica foram extraidos dos fragmentos do gel
pela adicdo de uma solugdo 50% acetonitrila, 5% 4cido trifluoroacético (TFA), agitagdo por
10 min e trés ciclos de 1 min de sonica¢do em gelo, utilizando o aparelho Sonopuls HD2200
com macroponta de titdnio de 10 mm de didmetro (Bandelin eletronics). O sobrenadante foi
coletado e este passo foi repetido com os fragmentos de gel. Todo o sobrenadante obtido
nestes passos foi totalmente seco sob vacuo e os fragmentos peptidicos resultantes foram
ressuspensos em 5 pl. de agua ultrapura. 2 pl. das amostras foram analisadas em um
espectrometro de massas MALDI-Synapt MS™ (Waters-Micromass, Manchester, UK). A lista
de massas dos peptideos obtidos de cada espectro foi verificada usando a ferramenta online

MASCOT (http://www.matrixscience.com), com 0s seguintes parametros: banco de dados

NCBInr; taxonomia Fungos ou todas as entradas; enzima tripsina com 0-1 clivagem perdida;
modificacdo fixa carbamidometilacdo da cisteina; modificacdo variavel oxidacao da
metionina; tolerancia do peptideo, em média, 50-100 ppm; score > 71 para Fungos e > 83

para todas as entradas.
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V. Resultados

V.1. Deteccéo in vivo de possiveis proteinas ligantes a PbGellp

A linhagem Y187 de S. cerevisiae, abrigando a isca PbGellp fusionada ao BD do fator
transcrional GAL4 e a linhagem AH109, abrigando uma biblioteca de cDNAs de P.
brasiliensis na fase de levedura, expressos em fusdo com o AD desse mesmo fator
transcricional, foram colocadas em um mesmo sistema para a promog¢ao da diploidia. O fator
de transcricdo GAL4 somente ¢ funcional se os seus dois dominios, o de ligacdo e o de
ativacado, estiverem interagindo fisicamente. Pela técnica de duplo hibrido, isso s6 € possivel
se ambos os plasmideos, o da isca e o da presa, estiverem presentes na linhagem diploide e se
as proteinas codificadas por esses vetores estiverem interagindo, o que aproxima os dois
dominios do fator transcricional, permitindo a ativagdo de genes repoérteres regulados por
GALA4. Apos a selegdo dos diploides em meio auxotrdfico altamente seletivo, foram obtidos e
sequenciados mais de 150 clones, em busca de possiveis proteinas que interagem com
PbGellp. Apoés analises de bioinformatica, foram rejeitadas 16 sequéncias por tamanho e 13
por qualidade, resultando em 13 contigs e 25 singlets, que foram analisados contra bancos de

dados genomicos (Genoma estutural de P. brasiliensis - http://www.broadinstitute.org/ - e

GenBank - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Produtos génicos identificados no rastreamento pela técnica de duplo hibrido, que
possivelmente interagem com Gellp de P. brasiliensis

Organismo/

nGmero de acesso? Valor e Redundancia Funcéo classica”

Produto génico

Componente da subunidade P brasiliensis Pbo1/ Conversdo do

beta da piruvato desidrogenase PAAG 01534.1 0.0 2 piruvato a acetil-

El CoA e CO,
Farnesiltransferase, subunidade  P. brasiliensis Pb01/ 2630 | Modificagio pos-
alfa PAAG 00717.1 ) traducional
Fator 3 de iniciagdo da tradu¢do  P. brasiliensis Pb01/ 0.0 | Sintese de
em eucariotos, subunidade B PAAG 06084.1 ‘ proteinas
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Produto génico . Organismo/ a Valor e Redundancia Funcéo classica”
nimero de acesso
Fator de alongamento P. brasiliensis Pb01/ 0.0 | Regulagdo da
transcricional spt6 PAAG 06021.1 ’ transcricao
Fator transcricional B da RNA  P. brasiliensis Pb01/ 3626 1 Regulagio da
polimerase 11, subunidade 2 PAAG 06332.1 transcrigdo
.. Uncinocarpus reesii / Regulagdo da
Fator transcricional RfeF XP_002543789 2e-23 1 transcricio
. . P. brasiliensis Pb01/ Catabolismo de
Glicina desidrogenase PAAG 01568.1 0.0 3 alicina
Permease de a-glicosideos P. brasiliensis Pb01/ 0.0 | Transporte de o-
MPH2/3 PAAG 03768.1 ’ glicosideos
Pirvato auina P. brasiliensis Pb01/ 00 | Glicllise, conversio
fuvato quinase PAAG_06380.1 ' oo
- osfoenolpiruvato
Proteina bifuncional da P. brasiliensis Pb01/ 0.0 ) Biossintese de
biossintese de arginina, ArgJ PAAG 07327.1 ’ arginina
Proteina contendo dominio P. brasiliensis Pb01/ .
sulfatase PAAG_06408.1 le-28 ! Metabolismo
Proteina da familia GDSL P. brasiliensis Pb18/ Te05 ) Metabolismo de
Lipase/Acilhidrolase PADG 05353.1 lipideo
Proteina de choque térmico P. brasiliensis Pb01/
(HSP90) PAAG 05679.1 6e-20 4 Chaperona
Proteina de controle da divisao  P. brasiliensis Pb01/ 7631 | Citocinese
celular (septina) PAAG 00182.1
Proteina de silenciamento A . -
génico e RNA de interferéncia P. brasiliensis Pb01/ le-34 3 Ligante de acidos
PAAG 03231.1 nucléicos
(Qde2)
. L P. marneffei/ .
Putativa fosfatase acida XP_002150342 2e-23 1 Hidrolase
Timina dioxicenase P. brasiliensis Pb03/ 0.0 3 Atividade
! 1ox1g PABG _00548.1 ’ oxidorredutase
. . P. brasiliensis Pb01/ Integrante do
Tubulina, cadeia alfa-1 PAAG 01647.1 0.0 2 citoesqueleto
e P. brasiliensis Pb01/ .
Proteina hipotética conservada PAAG 021331 2e-34 3 Desconhecida
Proteina hipotética conservada P. brasiliensis P18/ 3e-07 68 Desconhecida

PADG 08533.1
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Produto génico . Organismo/ a Valor e Redundancia Fung&o classica”
nimero de acesso
e P. brasiliensis Pb01/ .
Proteina hipotética conservada PAAG 08978.1 3e-29 1 Desconhecida
e P. brasiliensis Pb01/ .
Proteina hipotética conservada PAAG 04059.1 Se-25 1 Desconhecida
e P. brasiliensis Pb01/ .
Proteina hipotética conservada PAAG 07893.1 5e-32 1 Desconhecida
Proteina hipotética conservada P. brasiliensis P01/ 0.0 | Desconhecida
p M PAAG 00276.1 '
Proteina hipotética conservada P. brasiliensis Pbo1/ 0.0 1 Desconhecida
P PAAG 01477.1 '
e P. brasiliensis Pb03/ .
Proteina hipotética conservada PABG 01048.1 le-45 1 Desconhecida
, . P. brasiliensis Pb01/ .
Proteina predita PAAG 00937.1 3e-33 1 Desconhecida
, . P. brasiliensis Pb01/ .
Proteina predita PAAG _00876.1 le-17 1 Desconhecida
, . P. brasiliensis Pb01/ .
Proteina predita PAAG 06376.1 0.0 | Desconhecida
Proteina predita P. brasiliensis P01/ 3e-44 | Desconhecida
tna predt PAAG 08744.1 )
Proteina hipotética -- -- 2 Predita
Proteina hipotética -- -- 3 Predita
Proteina hipotética -- -- 2 Predita
Proteina hipotética” -- -- 1 Predita
Proteina hipotética” -- -- 1 Predita
Proteina hipotética” -- -- 1 Predita
Proteina hipotética” -- -- 1 Predita
Proteina hipotética” -- -- 1 Predita

# os nimeros de acesso contendo os codigos PAAG, PABG e PADG referem-se ao Banco do Genoma estrutural
de P. brasiliensis (http://www.broadinstitute.org/) e aqueles que contém o codigo XP referem-se ao GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/);

®: funcdo definida com base nas informacdes contidas no banco de dados UniProt (http:/www.uniprot.org/);

*: ndo foi encontrada identidade nos bancos de dados utilizados.
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V.2. Exclusdo de clones falso-positivos baseado na ativagdo transcricional do gene

reporter mell

Alguns dos clones de cDNA sequenciados foram plaqueados em meio auxotrofico
altamente seletivo contendo X-a-Gal para observacdo da ativagdo transcricional do gene
reporter mell de S. cerevisiae, um gene GAL4-regulado, codificante para a enzima alfa-
galactosidase. Todos os 25 clones selecionados apresentaram ativagdo do gene reporter mell,
apresentando-se azuis (Figura 6) e confirmando que houve interagdo entre a PbGellp e os

produtos génicos listados na Tabela 2.

Figura 6. Colonias positivas selecionadas em meio com X-0-Gal, um substrato cromogénico. Esse ensaio
monitora a ativagdo do gene repérter mell, que codifica para a enzima secretada a-galactosidase. Esta enzima
hidrolisa X-a-Gal, levando a formagdo de um produto final azulado, o que explica a coloragéo azul das colonias
abrigando interagdes positivas.

Tabela 2. Produtos génicos identificados no rastreamento da biblioteca de duplo hibrido e
confirmadas por ativagdo do gene repérter mell, que possivelmente interagem com PbGellp

Clones de cDNA Organismo/

(Colbnias da Figura 6) Produto génico namero de acesso Valore
le2 Glicina desidrogenase P. brasiliensis Pb01/ 0.0
PAAG 01568.1
3-5 Proteina de choque térmico (HSP90) P. brasiliensis Pb01/ 6e-20
PAAG 05679.1
6 Proteina de silenciamento génico e P. brasiliensis Pb01/ le-34

RNA de interferéncia (Qde2) PAAG 03231.1
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Clones de cDNA
(Colbnias da Figura 6)

Produto génico

Organismo/
numero de acesso

Valor e

12e13"

15"

16

17

18

19

20

21

22"

23

24

25"

Fator transcricional RfeF

Proteina hipotética conservada
Timina dioxigenase
Componente da subunidade beta da
piruvato desidrogenase E1
Permease de a-glicosideos MPH2/3
Piruvato quinase
Proteina hipotética conservada
Fator de alongamento transcricional
spt6
Tubulina, cadeia alfa-1
Proteina hipotética
Putativa fosfatase acida
Proteina da familia GDSL
Lipase/Acilhidrolase
Proteina hipotética conservada
Fator 3 de inicia¢do da tradugdo em

eucariotos, subunidade B

Farnesiltransferase, subunidade alfa

Uncinocarpus reesii /
XP_002543789

P. brasiliensis Pb18/
PADG 08533.1

P. brasiliensis Pb03/
PABG_00548.1

P. brasiliensis Pb01/
PAAG 01534.1

P. brasiliensis Pb01/
PAAG 03768.1

P. brasiliensis Pb01/
PAAG 06380.1

P. brasiliensis Pb01/
PAAG 07893.1

P. brasiliensis Pb01/
PAAG_06021.1

P. brasiliensis Pb01/
PAAG 01647.1

P. brasiliensis Pb03/
PABG 01048.1

P. marneffei/
XP_002150342

P. brasiliensis Pb18/
PADG 05353.1

P. brasiliensis Pb01/
PAAG 04059.1

P. brasiliensis Pb01/
PAAG _06084.1

P. brasiliensis Pb01/
PAAG 00717.1

2e-23

1e-06

0.0

0.0

0.0

0.0

5e-32

0.0

0.0

le-45

2e-23

Te-25

5e-25

0.0

2e-30

* ~ . .« . ~
: interagdes confirmadas por coimunoprecipitagao

V.3. Confirmagao de interagdes por coimunoprecipitaciao
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Para confirmacdo de algumas interagdes rastreadas pela técnica de duplo hibrido foi
realizada a coimunoprecipitacdo in vitro. Foram escolhidas nove interagdes para validagdo da
técnica in vivo utilizada, todas elas foram confirmadas pelo ensaio de degradagdo de X-o-Gal
(clones marcados com um asterisco na Tabela 2). Esses clones foram escolhidos com base na
anotacdo dos produtos génicos que interagiram com PbGellp. Proteinas de diferentes vias
foram selecionadas para elucidar possiveis fung¢des ainda desconhecidas que possam ser
atribuidas a esta glicanosiltransferase. Os produtos génicos selecionados foram: glicina
desidrogenase, proteina de silenciamento génico ¢ RNA de interferéncia (Qde2), piruvato
desidrogenase, permease de a-glicosideos Mph2/3, piruvato quinase, fator de alongamento

transcricional spt6, fosfatase acida, proteina da familia GDSL e farnesiltransferase.

Antes da coimunoprecipitacdo, as proteinas pesquisadas foram transcritas e traduzidas
in vitro na presenca de **S-metionina, o que possibilita analise por autoradiografia (Figura 7).
Os tamanhos dos peptideos obtidos nesta etapa foram de: 55 kDa para PbGell (isca), 32 kDa
para piruvato desidrogenase, 21 kDa para permease de a-glicosideos Mph2/3, 41 kDa para
fosfatase 4cida, 19 kDa para proteina da familia GDSL, 27 kDa para farnesiltransferase, 26
kDa para glicina desidrogenase, 17 kDa para proteina de silenciamento génico e RNA de
interferéncia (Qde2), 21 kDa para piruvato quinase e 25 kDa para fator de alongamento

transcricional spt6.

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 kDa
66 - - 66

45 - -45

30 - ' o -30
20 - - - - -20

14 - -14

Figura 7. PbGellp e proteinas rastreadas sintetizadas in vitro na presenca de *°S-metionina. Os géis foram
expostos a filme autoradiografico por 36-60 h. 1: a isca, PbGellp, com o epitopo c-Myc. 2 a 10: as presas com o
epitopo HA (2: piruvato desidrogenase; 3: permease de a-glicosideos Mph2/3; 4: fosfatase acida; 5: proteina da
familia GDSL; 6: farnesiltransferase; 7: glicina desidrogenase; 8: proteina de silenciamento génico e RNA de
interferéncia (Qde2); 9: piruvato quinase e 10: fator de alongamento transcricional spt6.
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Neste processo, a isca foi sintetizada fusionada ao epitopo c-Myc e as presas ao
epitopo HA. Apds incubagdo em um mesmo sistema, a isca € a presa interagiram e foram
coimunoprecipitadas com o anticorpo comercial anti-cMyc (Figura 8). Como as
coimunoprecipitagdes foram bem sucedidas, os dados obtidos no rastreamento do duplo

hibrido puderam ser validados.

kDa 9 kDa
66 -

+— PbGel1p
45 -

— 41
30 - 32

Eo528
20 - — 21

+«— 19

— 17
14 -

Figura 8. Confirmagdo de algumas das interagdes rastreadas na biblioteca de duplo hibrido por
coimunoprecipitagdo. Apos a transcri¢do e tradugdo in vitro, a isca e as presas foram imunoprecipitadas usando o
anticorpo contra o epitopo c-Myc. Apos resolugdo dessas interagdes por SDS-PAGE, os géis foram expostos a
filme autoradiografico por 10-60 dias. 1: PbGellp + piruvato desidrogenase; 2: PbGellp + permease de a-
glicosideos Mph2/3; 3: PbGellp + fosfatase acida; 4: PbGellp + proteina da familia GDSL; 5: PbGellp +
farnesiltransferase; 6: PbGellp + glicina desidrogenase; 7: PbGellp + proteina de silenciamento génico e RNA
de interferéncia (Qde2); 8: PbGellp + piruvato quinase; 9: PbGellp + fator de alongamento transcricional spt6.
Os numeros a esquerda representam os tamanhos referentes ao marcador de massa molecular utilizado e os
numeros a direita representam os tamanhos das proteinas obtidas neste ensaio.

Os controles negativos foram realizados.

V4. Interagdes PbGellp-proteinas isoladas através de ensaio de pull-down

Em busca de outras proteinas que pudessem interagir com a PbGellp, que ndo
tivessem sido isoladas pela metodologia de duplo hibrido, foi realizado ensaio de pull-down
com a PbGellp fusionada a GST, seguido de identificagdo por MS. Para isso, inicialmente, a
proteina recombinante PbGell foi expressa fusionada a GST e, posteriormente, purificada por
uma resina de afinidade. Da mesma maneira, foi purificada a proteina GST ndo fusionada

para ser utilizada como controle nos ensaios de pull-down (Figura 9A). A massa predita para
57



Andlises in vivo e in vitro de interagdes intermoleculares da Beta-1,3-glicanosiltransferase 1 de Paracoccidioides brasiliensis
Elisa Fldvia Luiz Cardoso Baildo

a proteina hibrida é de 73 kDa (47 kDa para PbGellp e 26 kDa para GST), correspondente a
proteina 01, de 71 kDa da Figura 9A. Para confirmar esse dado tedrico, as proteinas 01, 03 e
04 (as duas ultimas proximas a massa teorica da proteina adjuvante na purificacao, 23 kDa e
22 kDa, respectivamente) foram submetidas a protedlise e a identificacdo por MS. Além
disso, a proteina 02, de 62 kDa, foi submetida aos mesmos procedimentos. Os dados de

identificagdo protedmica estdo compilados na Tabela 3.

B
A 1 M 2 1 M 2
=y kDa kDa
u - 225 225 - b
-150 150 - b
-— -100 100 -
— -75 751
01« o
02 < +— PbGellp
.~ - 50
50 - -
| -35 8%
35- -
03 «— ——— -25
044—-5 -
- s o
— -15

£

Figura 9. Determinagdo de interagdes in vitro entre a PbGellp e proteinas do extrato total de células
leveduriformes de P. brasiliensis. (A) Purificacdo das proteinas PbGellp recombinante (canaleta 1) e GST
(canaleta 2) por resina de afinidade. As proteinas numeradas, visualizadas apos purificacdo da proteina
recombinante, foram retiradas do gel e identificadas por MS (Tabela 3). (B) Apoés purificacdo das proteinas, a
GST foi incubada com o extrato total de P. brasiliensis para remogéo de proteinas ligantes inespecificas
(canaleta 1). O sobrenadante desse pull-down controle foi incubado com a proteina de fusdo PbGellp-GST
purificada. O complexo protéico resultante dessa interacdo foi resolvido por SDS-PAGE (canaleta 2). As
proteinas numeradas, exclusivas do pull-down teste, foram retiradas do gel ¢ identificadas por MS (Tabela 3). M:
marcador de massa molecular.
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Apos analise dos resultados, verificou-se que a proteina de 62 kDa, identificada como
GroEL, uma chaperonina de 57 kDa de E. coli, é frequentemente copurificada com as
proteinas fusionadas a GST (Ellis & van der Vies, 1991). Constatou-se também que a proteina
01 correspondia a PbGellp e que a 03 e a 04 correspondiam a GST, talvez a tltima indicando
uma tradu¢do incompleta. A purificagdo da GST ndo fusionada apresentou-se bastante
eficiente, como esperado (canaleta 2, Figura 9A).

Apos purificagdo das proteinas, a resina ligada a GST ndo fusionada foi incubada com
o extrato total de células leveduriformes de P. brasiliensis para retirada de ligagdes
inespecificas, que ocorrem apenas pela presenga da GST. O sobrenadante desse pull-down
controle foi removido e incubado com a resina ligada a proteina PbGell recombinante,
permitindo interagdes especificas entre proteinas de P. brasiliensis e a PbGellp. Os
complexos protéicos formados durante a incubagdo com as resinas foram precipitados apos
centrifugacdo e resolvidos por SDS-PAGE unidimensional (Figura 9B) para selegdo das
proteinas exclusivas do pull-down teste (canaleta 2, Figura 9B). As proteinas 01 de 74 kDa,
02 de 43 kDa e 03 de 41 kDa foram retiradas do gel ¢ identificadas por MS (Tabela 3). Estas
proteinas foram identificadas como ATP-citrato sintase, actina e isocitrato desidrogenase,

respectivamente.

Tabela 3. Proteinas identificadas por espectrometria de massas

NUmero da Proteina Origem/ Nimerode  Massa Massa
proteina identificada namero de Score Cobertura peptideos tedrica calculada
(Figura 9) acesso encontrados  (kDa) (kDa)
01A Gell P;gﬁgrjgggeggsf/ 74" 30% 10 48,70 70,76
E. coli/ 0

02A GroEL 4i38492782 148 57% 22 55,30 62,44

. Vetor de
03A thr‘;;astgf;es clonagem/ 96 47% 14 2824 22,97

gi595734

Vetor de

04A Glutationa S- clonagem/ 112 52% 15 29,15 21,63

transferase gil 115600335
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Numero da . Origem/ Numerode  Massa Massa
. Proteina - . A
proteina identificada namero de Score Cobertura peptideos tedrica calculada

(Figura 9) acesso encontrados  (kDa) (kDa)
ATP-citrato P. brasiliensis

01B sintase, Pbo1/ 72° 38% 25 72,41 73,72
subunidade 1 gi[226278535

. P. brasiliensis/ * 0

02B Actina 438261088 88 55% 14 41,83 42,74
Isocitrato P. brasiliensis

03B desidrogenase, Pb01/ 82" 54% 24 42,49 40,72
subunidade 1 21|226282369

" score correspondente 4 Taxonomia Fungos

ok \ 3 . N
: massa calculada referente a proteina fusionada & GST
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V1. Discussao

Determinar as funcdes de uma proteina ¢ um dos grandes desafios da era pds-
gendmica. A disponibilidade de todas as sequéncias do genoma de P. brasiliensis e de varias
estratégias para rastreamento de interagdes proteina-proteina (PPIs) permite sugerir fungdes
de uma proteina a partir da identificagdo de suas ligantes. Recentemente funcao e localizagao
novas estdo sendo estabelecidas para as glicanosiltransferases (Koch & Pillus, 2009), o que
desperta o interesse no estudo das interagdes promovidas pela PbGell, permitindo a dedugéo
de fungdes para esta proteina. O estudo de PPIs possibilita a obtencdo de dados complexos,

que compdem uma rede virtual de interagdes dentro de uma célula.

Algumas proteinas desempenham diferentes fun¢des quando localizadas em diferentes
compartimentos celulares, outras t€ém funcdo dependente do complexo multiprotéico do qual
fazem parte. Essas proteinas sdo denominadas de moonlighting, termo que se refere a uma
unica cadeia polipeptidica capaz de desempenhar diferentes funcdes, o que ndo inclui
proteinas com a mesma funcdo em localizagdes multiplas. Se uma proteina interage com
multiplas proteinas envolvidas em diferentes vias celulares, isso sugere que essa
macromolécula seja uma moonlighting (Jeffery, 2005). Porém, apesar de varias proteinas
classicamente reportadas a certos compartimentos celulares estarem sendo encontradas em
outros locais da célula, ndo se conhece as fungdes desempenhadas por muitas delas, o que ndo

nos permite afirmar quais proteinas sdo verdadeiramente moonlighting.

Dessa forma, a classificagao mais utilizada para o estudo de proteinas de superficie é:
classicas e atipicas. As proteinas cldssicas sdo caracterizadas pela presenca de um ou mais dos
seguintes sinais: peptideo sinal predito, sitios de glicosilacdo potenciais, marcagdo para a
adi¢ao de ancora GPI ou repetigdes internas. Em contrapartida, as proteinas atipicas nao
possuem nenhuma dessas caracteristicas, devendo atingir a superficie celular pela existéncia
de um peptideo sinal ndo-cldssico ou através de uma via secretoria alternativa. Estas
macromoléculas sdo, provavelmente, retidas na superficie celular por ligagdes nao covalentes
e ja foram identificadas como membros de diferentes vias que ocorrem no citoplasma da

célula (Castillo et al., 2008; Pitarch et al., 2002).
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Trabalhos recentes com vesiculas de H. capsulatum e Cryptococcus neoformans
revelaram uma composi¢do protéica complexa dessas estruturas, incluindo chaperonas,
proteinas mitocondriais, nucleares, citoplasmaticas e de membrana. Essas moléculas sao
relacionadas tanto & viruléncia e a resposta ao estresse, quanto a fisiologia flingica e a
arquitetura da parede celular (Albuquerque et al., 2008; Rodrigues et al., 2008). Entre essas
proteinas foi identificada uma f-1,3-glicanosiltransferase, indicando que essa enzima pode
estar localizada ndo s6 na membrana e parede celulares, como também em sua periferia
(Albuquerque et al., 2008). Sugere-se que a presenga de proteinas citoplasmaticas no interior
dessas vesiculas seja um evento aleatério devido a evaginagdo de parte do citoplasma
(Rodrigues et al., 2008), porém ndo se pode excluir a idéia de que algumas proteinas

alcancem essas vesiculas pela interagdo com moléculas destinadas a essas estruturas.

Em proteomas de membrana plasmatica de fungos foram identificadas vérias proteinas
citosolicas ja conhecidas como atipicas de parede celular. Dessa maneira, sugere-se que essas
moléculas localizam-se temporariamente na membrana até¢ serem direcionadas para a parede.
Uma forte hipdtese ¢ que elas apresentam-se na membrana plasmatica devido a interagdes
com proteinas classicamente localizadas nesta estrutura. Outra possibilidade ¢ que essas
moléculas possuam localizagdes multiplas ou, ainda, que sejam proteinas moonlighting

(Delom et al., 2006; Cabezon et al., 2009).

No presente trabalho, foram rastreadas algumas proteinas classicamente descritas
como localizadas na superficie celular (considerando-se do cortex citoplasmatico até a
periferia celular): permease de a-glicosideos Mph2/3 (Day et al., 2002a), fosfatase acida
(Bernard et al., 2002), proteina da familia GDSL (Arpigny & Jaeger, 1999), septina (Longtine
& Bi, 2003) e actina (Mulholland et al., 1994). Muitas outras proteinas detectadas ja foram
descritas como proteinas atipicas de superficie celular e/ou foram identificadas no interior de
vesiculas: piruvato quinase (Cabezon et al., 2009; Castillo et al., 2008; Albuquerque et al.,
2008; Ebanks et al., 2006; Delom et al., 2006; Urban et al., 2003; Pitarch et al., 2002; Pardo
et al., 2000a), proteinas de choque térmico — HSPs — (Cabezon et al., 2009; Castillo et al.,
2008; Rodrigues et al., 2008; Albuquerque et al., 2008; Ebanks et al., 2006; Delom et al.,
2006; Urban et al., 2003; Pitarch et al., 2002; Pardo et al., 2000a), piruvato desidrogenase
(Rodrigues et al., 2008; Albuquerque et al., 2008), isocitrato desidrogenase (Rodrigues et al.,

2008; Ebanks et al., 2006), tubulina (Rodrigues et al., 2008; Ebanks et al., 2006), fator de
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iniciagdo da traducdo (Rodrigues et al., 2008; Albuquerque et al., 2008), ATP-citrato sintase e
glicina desidrogenase (Albuquerque et al., 2008).

Algumas das interagdes identificadas neste trabalho reforcam que a PbGellp, como
outras glicanosiltransferases (Castro et al., 2009; Mouyna et al., 2000a), estd presente na
parede celular do fungo, participando da manutengdo e do remodelamento dessa estrutura.
Dentre elas estdo as interagdes entre a PbGellp e as seguintes moléculas: permease de o-
glicosideos, fosfatase acida, lipase da familia GDSL, septina, actina, tubulina, HSP90 e

piruvato quinase.

A familia maltose permease de S. cerevisiae é composta por cinco permeases, que
incluem duas maltose permeases, Mal31p e Mal61p e trés permeases de a-glicosideos, Agtlp,
Mph2p e Mph3p. Estes dois ultimos transportadores possuem sequéncia génica idéntica e
apresentam 75% de identidade com mal31 e mal61 ¢ 53% de identidade com agtl (Day et al.,
2002a). Mph2/3p tem como substratos maltose, maltotriose, o-metilglicosideo e turanose,
sendo considerada um elo entre as maltose permeases e permeases mais gerais de o-
glicosideos (Day et al., 2002b). As maltose permeases transportam maltose através da
membrana plasmatica por proton simporte, sendo que um transporte eficiente requer um
gradiente de protons intacto através dessa estrutura celular (Houghton-Larsen & Brandt,
2006). A parede celular parece ter um profundo efeito sobre o fluxo de ions extracelulares,
servindo como um ponto de ligagio de prétons, principalmente Ca™ (Holdaway-Clarke &
Hepler, 2003). Dessa forma, o remodelamento da parede celular promovido pela PbGellp
pode ser importante para o fluxo i6nico normal através da membrana plasmatica e, assim,
para o transporte de maltose realizado pela Mph2/3p, o que justificaria a interagdo rastreada
entre essas duas proteinas na biblioteca de duplo hibrido e confirmada por

coimunoprecipitagao.

As fosfatases acidas de fungos, de um modo geral, possuem pH 6timo acido, sdo
altamente glicosiladas e sdo reprimidas por concentracdes altas de fosfato inorganico no meio
extracelular (Bernard et al., 2002). Ja foi reportada a presenga de fosfatase acida na superficie
de células fungicas, tanto como proteina GPI ancorada (Bernard et al., 2002; Yoda et al.,
2000), quanto como proteina secretada associada fortemente a parede celular (Kneipp et al.,

2004; Kneipp et al., 2003; Linnemans et al., 1977; Chattaway et al., 1974). As fungdes
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especificas dessa enzima na superficie celular ainda ndo sdo conhecidas, mas acredita-se que a
fosfatase acida regule a atividade de enzimas que participam da biossintese da parede celular.
Admite-se também que essa enzima, ao fornecer fosfato a partir de polifosfatos, contribua
para o tamponamento do meio extracelular, protegendo a célula contra danos causados em
ambiente acido (Kneipp et al., 2004). Esses dados sugerem que a fosfatase acida em P.
brasiliensis contribua para a regulacdo da atividade e manutengdo do pH o6timo das enzimas
envolvidas na biossintese € a organizagdo dos polimeros da parede celular, o que corroboraria
o fato de ter sido rastreada a interagdo PbGellp-fosfatase acida em biblioteca de duplo

hibrido, dado posteriormente confirmado por coimunoprecipitacao.

As lipases pertencentes a familia GDSL possuem um motivo aminoterminal Glicina-
Asparagina-Serina-Leucina (GDSL) e cinco blocos conservados, contendo a triade Serina-
Asparagina-Histidina (Upton & Buckley, 1995). As lipases GDSL sdo enzimas hidroliticas
encontradas em procariotos € em eucariotos, com propriedades multifuncionais, podendo
apresentar atividade tioesterase, protease, arilesterase e fosfolipase. Sabe-se que, em plantas,
essas enzimas estdo envolvidas com a degradacdo de polissacarideos complexos, inclusive
daqueles presentes na parede celular (Akoh et al., 2004). Em microrganismos, as lipases
GDSL sao reportadas a periferia celular (Arpigny & Jaeger, 1999), porém sua funcgdo
fisioloégica ndo estd totalmente elucidada. De maneira geral, as lipases podem servir como
fatores de sobrevivéncia pela liberacdo de acidos graxos, que diminuem o pH de um
micronicho ¢ permitem o bom funcionamento de outras enzimas (Stehr et al., 2003). Dessa
forma, a interagdo PbGellp-lipase GDSL, rastreada na biblioteca de duplo hibrido e
confirmada por coimunoprecipitacio, poderia estar ocorrendo para a promog¢do do
remodelamento da parede celular deste microrganismo, tanto pela atuacdo conjunta dessas

duas enzimas, como pela regula¢do do pH local para o bom funcionamento da PbGellp.

As septinas sdo elementos do citoesqueleto conservados em todos os eucariotos
estudados, com exce¢ao de plantas. Essas proteinas agregam-se formando filamentos que se
localizam logo abaixo da membrana plasmadtica, ancorando-se a ela de forma ainda
desconhecida (Casamayor & Snyder, 2003; Longtine & Bi, 2003). Foi demonstrado que as
septinas compdem uma familia de proteinas ligantes de GTP, que atuam como suportes
dindmicos e regulados para recrutamento de outras proteinas (Cao et al., 2009). Em fungos, as

septinas costumam organizar-se em anéis no ponto de brotamento. Como extensivamente
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revisado, esses anéis parecem servir como suporte para varias proteinas envolvidas em
diversos processos celulares, como selegdo do sitio de brotamento, deposicdo de quitina,
posicionamento do fuso mitdtico, crescimento polarizado, citocinese, ponto de checagem
morfogenético, e formacdo de barreira de difusdo para compartimentalizacio de membrana
celular. Além disso, as septinas sdo envolvidas no controle do ciclo celular e na coordenacao
da resposta a danos de DNA e da morfologia celular (Cao et al., 2009; Longtine & Bi, 2003).
Dessa forma, como as septinas desempenham importantes papéis no remodelamento da
membrana plasmatica e na formag¢do e manutengdo dos dominios de membrana, com
diferentes composi¢cdes e propriedades, seria aceitdvel sugerir que essa proteina estaria
interagindo com a PbGellp, como rastreado na biblioteca de duplo hibrido, para permitir a

correta localizagao da glicanosiltransferase nos pontos de reconstrucao da parede celular.

Em fungos, a actina é importante para o transporte polarizado de vesiculas secretorias,
de mRNA e de organelas, para a endocitose e serve para guiar a orientacdo do fuso mitotico
(Pruyne & Bretscher, 2000). O citoesqueleto de actina consiste de trés estruturas principais:
fragmentos, cabos ¢ anéis (Banuett et al., 2008; La Carbona et al., 2006). Os fragmentos de
actina estdo localizados no cortex celular em areas de remodelamento da parede celular e
estdo associados com a membrana plasmatica em um local de invaginagdo digitiforme
(Mulholland et al., 1994). Os fragmentos de actina parecem funcionar na deposi¢do da parede
celular ndo sé porque eles se concentram em areas de deposicdo dessa estrutura, mas porque
algumas mutagdes que perturbam a distribuicdo dos fragmentos de actina resultam em adigdes
repetidas de parede celular na célula mae, provavelmente pela despolarizacao da deposicao de
parede celular (Schott et al., 2002). Foi demonstrado que a 3-1,3-glicana sintase concentra-se
parcialmente nos locais em que sdo encontrados os fragmentos de actina em brotamentos.
Além disso, ao se bloquear o movimento dessas moléculas, bloqueia-se também o movimento
da glicana sintase, resultando em uma parede celular irregular, que € espessa nos locais em
que a enzima, juntamente com a actina, estd imobilizada e fina nas outras areas. Dessa forma,
parece que os fragmentos de actina servem para distribuir uniformemente a sintese da parede
celular em brotamentos (Utsugi et al., 2002). Como a interagao PbGellp-actina foi detectada
pela técnica de pull-down neste trabalho, pode-se inferir que a actina contribua também para a
correta distribuicdo da Gellp em pontos de remodelamento da parede celular de P.
brasiliensis ou, ainda, que a PbGellp interaja indiretamente com a actina, tendo a -1,3-
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glicana sintase como intermedidria, visto que a Gellp tem como substrato o produto da p3-1,3-

glicana sintase.

Os microtubulos sao polimeros de heterodimeros de a- e B-tubulina com extremidades
distintas “positiva” e “negativa”. A extremidade “negativa” estd usualmente ancorada nos
centros organizadores de microtubulos, enquanto a extremidade “positiva” exibe crescimento
dindmico e capacidade de encolhimento, sendo direcionada para a extremidade celular
(Martin, 2009; Desai & Mitchison, 1997). Esses componentes do citoesqueleto desempenham
um importante papel na regulacio da morfogénese celular, transportando para suas
extremidades “positivas” um conjunto de fatores de polarizacdo celular e posicionando o
nucleo no centro da célula, o que define o sitio de divisao celular. Sugere-se que esses fatores
de polarizagdo, transportados pelos microtubulos, formam um grande suporte que recruta o
citoesqueleto de actina e organiza os dominios lipidicos de membrana na extremidade da
célula (Martin, 2009). Esses dominios de membrana, detectados em sitios de crescimento
polarizado, contribuem para a localizacao especifica de algumas proteinas, dentre elas as GPI-
ancoradas ¢ os marcadores de extremidade celular (Takeshita et al., 2008; Rajendran &
Simons, 2005). Os mutantes para genes que codificam esses marcadores apresentam defeitos
na determinacdo da extremidade celular diferentes das deformidades causadas pela
desorganizacdo dos dominios lipidicos de membrana, onde estdo localizados esses
marcadores. Isso indica que outras moléculas, além dos marcadores classicos, estao
envolvidas na determinagao da extremidade celular (Fischer et al., 2008). Como a PbGellp ¢
uma proteina GPI-ancorada, que se acredita participar do remodelamento da parede celular,
ela deve estar localizada nos dominios lipidicos de membrana, detectados em sitios de
crescimento polarizado. Dessa forma, a PbGellp poderia ajudar também na indicagdo aos
microtibulos da extremidade celular, para onde se direcionam esses integrantes do
citoesqueleto, o que justificaria a interagdo PbGellp-tubulina rastreada no presente trabalho,

em biblioteca de duplo hibrido.

Inicialmente identificadas como proteinas cuja sintese ¢ induzida por um aumento de
temperatura, muitas HSPs ja foram descritas desempenhando fungdes nos processos
relacionados ao crescimento da célula, como divisao celular, sintese de DNA, transcricao,

traducdo, enovelamento e transporte de proteinas e translocacdo de polipeptideos através de
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membranas celulares (Mager & Ferreira, 1993). Muitas delas s3o sintetizadas
constitutivamente, refletindo as fungdes celulares importantes que elas desempenham em
condigdes ndo estressoras (Chaffin et al., 1998). A localizagdo celular de algumas HSPs ndo
se restringe ao citoplasma, estando presentes também na superficie celular (Lopez-Ribot et
al., 1996; Lopez-Ribot & Chaffin, 1996; Matthews et al., 1988). Como proteinas integrantes
da parede celular de fungos, as HSPs devem desempenhar papéis na biossintese, na secrecao e
na incorporagdao de outros componentes da parede celular nesta estrutura (Lopez-Ribot &
Chaffin, 1996). A co-chaperona Dnal, uma HSP40, ja foi observada na parede celular de P.
brasiliensis, especialmente nas regides de brotamento (Batista et al., 2006), indicando que
outras chaperonas possam também ter essa localizagao neste fungo. Dessa forma, a intera¢ao
PbGellp-HSP90, rastrecada em biblioteca de duplo hibrido, estaria ocorrendo na parede

celular do fungo para a promog¢ao do remodelamento desta estrutura.

As enzimas glicoliticas ja foram extensivamente reportadas na superficie de
microrganismos, inclusive de P. brasiliensis (Pereira et al., 2007; Barbosa et al., 2006; Pardo
et al., 2000a). Nesse local, essas proteinas podem atuar como: receptores de moléculas da
matriz extracelular (Pereira et al., 2007; Barbosa et al., 2006; Jong et al., 2003), antigenos
(Pitarch et al., 1999; Martinez et al., 1998), proteinas constitutivas da parede celular
(Fernandes et al., 1992) ou enzimas ativas (Motshwene et al., 2003; Gil-Navarro et al., 1997).
Métodos de extracdo de parede celular que evitam a lise celular e a contaminacdo deste
extrato com outras fragdes estdo sendo cada vez mais aprimorados, fornecendo confiabilidade
aos dados gerados. Utilizando um método de marcacao da superficie celular com um derivado
de biotina que ndo penetra a membrana plasmatica, foi identificada a piruvato quinase (Urban
et al., 2003). A piruvato quinase ¢ uma enzima regulatoria chave na glicolise que catalisa a
transferéncia do grupamento fosforil do fosfoenolpiruvato para o ADP, gerando piruvato e
ATP (Susan-Resiga & Nowak, 2003). Esta enzima foi também identificada em sedimento de
parede celular de C. albicans apos extracdo dupla com DTT/SDS e numerosas lavagens com
tampao, indicando que essa proteina estd covalentemente ligada a parede celular. Neste
mesmo trabalho, sugeriu-se que ha uma inducgdo da sintese de piruvato quinase em resposta a
transi¢do da fase de levedura para a de hifa em C. albicans (Ebanks et al., 2006), como ja
havia sido sugerido em trabalho anterior (Pitarch et al., 2002). Isso pode refletir a diferenca

metabolica entre as duas morfologias: o remodelamento da parede celular durante a transi¢ao
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para hifa pode requerer um maior gasto energético para adi¢cdo de novas moléculas ou apenas
para reestruturacdo das ja existentes (Pitarch et al., 2002). Em ensaio de imunoreatividade
utilizando soro de pacientes com candidose sistémica, foram identificadas quatro proteinas
imunogénicas do citoplasma de C. albicans, dentre elas a piruvato quinase (Pardo et al.,
2000b). Todos esses dados sugerem que a piruvato quinase também poderia estar localizada
na parede celular de P. brasiliensis, principalmente na fase miceliana. Nessa localidade, essa
enzima estaria interagindo com a PbGellp — como rastreado em biblioteca de duplo hibrido e

confirmado por coimunoprecipitagao.

Algumas interagdes parecem estar envolvidas com o possivel papel das
glicanosiltransferases no silenciamento transcricional sitio-especifico, como sugerido para
ScGaslp (Koch & Pillus, 2009). De acordo com o modelo proposto, essa enzima estaria
presente no nucleo celular e regularia a atividade de uma deacetilase de histona, envolvida na
formagdo e manutengdo da cromatina silenciada, pela transferéncia de um motivo carboidrato
(Koch & Pillus, 2009). As proteinas identificadas no presente trabalho como ligantes a
PbGellp, que possivelmente contribuem para esse recém-proposto papel da
glicanosiltransferase sdo: a ATP-citrato sintase, a argonauta Qde2 e o fator de alongamento

transcricional Spt6.

A ATP-citrato sintase ¢ uma enzima chave tanto para a ligagdo do metabolismo de
glicose a sintese de lipideos, por catalisar a conversdo de citrato a acetil-CoA citosdlico;
quanto para a continuidade do ciclo do acido tricarboxilico (TCA), ja que nessa conversao ha
a regeneracao do oxaloacetato, que compde o ciclo. O acetil-CoA citosolico é o precursor
para a sintese endogena de acidos graxos, colesterol e isoprenodides, além de participar de
reagdes de acetilagdo que modificam proteinas (Hatzivassiliou et al., 2005; Srere, 1972).
Apesar de ter sido detectada a ATP-citrato sintase no interior de vesiculas do fungo H.
capsulatum (Albuquerque et al., 2008), ndo foi possivel estabelecer nenhuma possivel fungéo
para a interacdo PbGellp-ATP-citrato sintase, isolada por ensaio de pull-down, na superficie
celular. Sugere-se que essa interagdo esteja acontecendo no nucleo da célula, pelo fato de a
ATP-citrato sintase j& ter sido identificada no ntcleo de células de eucariotos superiores
(Wellen et al., 2009). Neste mesmo estudo, o silenciamento dessa enzima diminuiu
significativamente a acetilacao das histonas H2B, H3 e H4, indicando que a enzima pode ser a

maior fonte de acetil-CoA para a acetilagdo global de histonas. Sugere-se também que a
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atividade da ATP-citrato sintase seja requerida para ligar a captacdo de nutrientes induzida
por fator de crescimento e o metabolismo celular a acetilagdo de histonas, através da produgao
de acetil-CoA (Wellen et al., 2009). Em eucariotos, a acetilagdo de histonas pode neutralizar a
carga positiva das histonas e alterar a superficie da molécula, o que diminui a intera¢do delas
com o DNA e recruta outras proteinas para o nucleossomo, respectivamente, permitindo o
acesso da maquinaria de transcrigdo ao DNA. Portanto, a acetilacdo de histonas é associada
com regides de eucromatina e a hipoacetilacao, com regides de heterocromatina (Schneider &
Grosschedl, 2007; Clayton et al., 2006; Rusche et al., 2003). Supde-se que a acetilagdo de
histonas seja regulada dinamicamente por diversas classes de deacetilases e acetiltransferases
de histonas, que atuam tanto de maneira pontual, gene-especifica, quanto global, afetando
varios nucleossomos (Clayton et al., 2006; Kurdistani & Grunstein, 2003). Dessa forma, deve
haver um mecanismo de regulagdo bastante complexo de todas as enzimas envolvidas neste
processo, desde as deacetilases e as acetiltransferases até a ATP-citrato sintase e as enzimas
regulatorias da via de silenciamento transcricional, para que alguns genes ou grupos génicos
sejam transcritos e outros ndo. Considerando a interagcdo PbGellp-ATP-citrato sintase isolada
neste trabalho por pull-down, pode-se sugerir que exista um mecanismo bem complexo de
regulacdo da acetilagdo de histonas em P. brasiliensis que envolve a PbGellp e a ATP-citrato
sintase. Essas proteinas poderiam estar interagindo direta ou indiretamente para permitir um

fino balanco entre acetila¢ao e deacetilagao de histonas.

As proteinas argonautas fazem parte do sistema de RNA de interferéncia (RNAi), um
processo de silenciamento génico que ocorre em grande parte dos eucariotos (Fire et al.,
1998). Essas proteinas compdem o centro do complexo ribonucleoprotéico, que efetua: o
silenciamento génico, pela clivagem do RNA mensageiro (mRNA) alvo; a repressao
traducional; ou modifica¢cdes de cromatina (Jaronczyk et al., 2005; Hannon, 2002). A
argonauta Qde2 foi inicialmente identificada em N. crassa, apds o isolamento de mutantes
que apresentavam defeitos no fenomeno de silenciamento génico induzido por transgene,
denominado de quelling (Cogoni & Macino, 1997). Homoélogos de qde2 em plantas e animais
estdo relacionados com o silenciamento génico, com a regulagcdo do desenvolvimento e com o
estimulo para o inicio da tradugdo (Fagard et al., 2000; Benfey, 1999; Zou et al., 1998;
Bohmert et al., 1998). Ja foi demonstrado que mutantes para os componentes da maquinaria

de RNAi em S. pombe, dentre eles o 4agol, mutado para um gene que codifica para uma

69



Andlises in vivo e in vitro de interagdes intermoleculares da Beta-1,3-glicanosiltransferase 1 de Paracoccidioides brasiliensis

Elisa Fldvia Luiz Cardoso Baildo

proteina homologa a Qde2, apresentam uma actimulo anormal de transcritos complementares
a repeticdes de heterocromatina centromérica e redugdo do silenciamento centromérico. Esses
efeitos sao acompanhados pela perda da metilagao da lisina 9 da histona H3 e por danos no
funcionamento do centromero, que tem sua transcri¢ao génica aumentada (Volpe et al., 2002).
De acordo com o modelo proposto, o que aconteceria na linhagem selvagem seria o
reconhecimento da metilagao da lisina 9 da histona H3 por uma proteina de heterocromatina
(Chplp), que promoveria o recrutamento de Agol, através do complexo de iniciagdo do
silenciamento transcricional mediado por RNA1 (RITS), que, por sua vez, contribuiria para a
formagdo da cromatina silenciada (Martienssen et al., 2005; Hansen et al., 2005). Dessa
forma, pode-se propor que a PbGellp participe da regulagdo do silenciamento transcricional
nao sé dependente da acetilagdo de histonas (Koch & Pillus, 2009), mas também dependente
da maquinaria de RNAI, interagindo com a Qde2 (como rastreado na biblioteca de duplo

hibrido e confirmado por coimunoprecipitacdo) e regulando sua atividade.

Inicialmente identificada, em S. cerevisiae, como um supressor de inser¢ao de
transposon na regido promotora de um gene reporter (Winston et al., 1984), Spt6p ¢é requerida
para o alongamento transcricional, juntamente com Spt4 ¢ Spt5 (Endoh et al., 2004; Hartzog
et al., 1998). Estudos demonstraram que Spt6p colocaliza-se consideravelmente com a RNA
polimerase II (RNAPII), sendo essencial para o alongamento da transcricdo de varios genes,
mas ndo de todos (Andrulis et al., 2000; Kaplan et al., 2000). Spt6p funciona como uma
chaperona de histonas H3-H4 para alterar a estrutura da cromatina (Bortvin & Winston, 1996)
e pode atuar, juntamente com uma chaperona H2A-H2B, para coordenar o desarranjo ¢ o
rearranjo local dos nucleossomos durante a transcrigio (Belotserkovskaya et al., 2003;
Orphanides et al., 1998). Spt6p possui um dominio SH2 com afinidade para peptideos
contendo fosfoserina, sendo importante para a interagdo desse fator com a RNAPII (Andrulis
et al., 2000; Kaplan et al., 2000). A dele¢do gendmica correspondente a porgdo
carboxiterminal de Spt6, que contém o dominio SH2, resultou em uma diminui¢ao da taxa de
crescimento celular, aumento dos niveis da proteina Spt6 e alteracdo dos niveis de expressao
de um conjunto de genes. Isso demonstra a importancia desse dominio para a expressao
génica normal in vivo (Dengl et al., 2009). Recentemente, a delegdo de spt6 em C. albicans
resultou em crescimento desordenado da hifa (Al-Rawi et al., 2010), porém nao foi letal,

como ja havia sido reportado para S. cerevisiae (Clark-Adams & Winston, 1987). Neste
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mesmo trabalho com C. albicans, sugeriu-se que a Spt6p estaria presente na superficie das
hifas, por ter sido reconhecida por anticorpos humanos, porém o papel dessa proteina, quando
localizada na superficie celular, ainda ndo foi elucidado. E, por isso, ndo foi possivel
estabelecer um possivel papel para a interagdo PbGellp-Spt6p, rastreada na biblioteca de
duplo hibrido e confirmada por coimunoprecipitacdo, nessa localidade. O que pode ser
sugerido ¢ que essa interagdo, no nucleo, seja importante para o silenciamento génico
mediado por alteragcdes estruturais, sendo que a glicanosiltransferase atuaria como uma
reguladora geral do processo e a Spt6p, como efetora, exercendo o papel de chaperona de

histonas e promovendo o arranjo e o desarranjo dos nucleossomos, quando conviesse.

Outras interagdes ndo puderam ser elucidadas ainda pelo pouco conhecimento do
papel das proteinas ligantes a PbGellp, quando localizadas fora de sitios classicos. Além
disso, conhece-se pouco sobre outros possiveis papéis e localizacdes das
glicanosiltransferases, principalmente as de P. brasiliensis. Mais estudos sao requeridos para
a elucidagdo da fungdo das interagdes envolvendo a PbGellp e proteinas como a piruvato

desidrogenase, a glicina desidrogenase, a isocitrato desidrogenase e a farnesiltransferase.

O complexo piruvato desidrogenase conecta a glicolise ao ciclo do TCA, catalisando a
reacdo irreversivel de piruvato a acetil-CoA (Patel & Roche, 1990) e ¢ altamente conservado
entre procariotos e eucariotos (Miran et al., 1993; Snoep et al., 1992). Os trés componentes
cataliticos — piruvato desidrogenase E1, dihidrolipoamida acetiltransferase E2 e
dihidrolipoamida desidrogenase E3 — juntamente com a proteina ligante Pdx1 e vérias
coenzimas, estdo presentes em multiplas copias e sdo requeridos para um complexo funcional
(Vellucci et al., 2007). Foi demonstrado em Mycoplasma pneumoniae que o componente E1,
subunidade 3, da piruvato desidrogenase, normalmente localizado na mitocondria, encontra-
se na superficie celular, promovendo a adesdo do microrganismo a fibronectina (Dallo et al.,
2002). Estudos em P. brasiliensis sdo necessarios para eclucidar o papel da piruvato
desidrogenase quando localizada na superficie celular desse patogeno. Dessa forma, ainda
seria precipitado estabelecer alguma fungdo para a interagdo PbGellp-piruvato desidrogenase

rastreada na biblioteca de duplo hibrido e confirmada por coimunoprecipitacao.

O metabolismo de um carbono ¢ uma via chave envolvida no provimento de unidades

de um carbono para a biossintese de purinas, timidilatos, serina, metionina e N-formilmetionil
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tRNA (Gelling et al., 2004). O catabolismo de glicina, via complexo multienzimatico glicina
desidrogenase, contribui para a geragcdo de moléculas de um carbono (Ogur et al., 1977). Esse
complexo ¢ composto por quatro proteinas: P, H, T e L, sendo as trés primeiras exclusivas do
complexo glicina desidrogenase. A quarta subunidade, uma lipoamida desidrogenase, esta
presente em outros complexos multienzimaticos, dentre eles, no da piruvato desidrogenase
(subunidade E3) (Gelling et al., 2004; Bourguignon et al., 1996; Dickinson et al., 1986).
Apesar da redundancia na biblioteca de duplo hibrido e da confirmagdo por
coimunoprecipitagdo, a possivel fungdo para a interacdo entre a PbGellp e a glicina
desidrogenase permanece desconhecida. Mais estudos devem ser realizados para a elucidagao

dessa interagao.

As células eucaridticas possuem enzimas isocitrato desidrogenase distintas
geneticamente, que catalisam a oxidagdo de isocitrato a a-cetoglutarato com concomitante
producdo de NADH ou NADPH (Lu et al., 2008). Trés dessas enzimas sdo homodimeros
NADP -especificos, ndo regulados alostericamente, com 70% de identidade em suas
sequéncias protéicas e localizadas na mitocondria, no citoplasma e no peroxissomo (Lu et al.,
2008; McCammon & McAlister-Henn, 2003). A enzima NAD+-especiﬁca ¢ mitocondrial,
complexa estruturalmente, regulada alostericamente e participa do ciclo TCA (Lu et al.,
2008). Esta enzima ¢ um octdmero composto por quatro subunidades Idhlp e quatro Idh2p
(Cupp & McAlister-Henn, 1993). Como as isocitrato desidrogenases desempenham
importante papel na regulagdo do fluxo do ciclo TCA em varios organismos, essas enzimas,
como um grupo, sdo as mais variaveis do ciclo TCA em termos de estrutura e regulagcdo
(McCammon & McAlister-Henn, 2003). A isocitrato desidrogenase, por ser liberada no meio
extracelular durante o crescimento logaritmico tardio de Mycobacterium tuberculosis, ¢
considerada um marcador de autolise nesse organismo (Andersen et al., 1991). Como a
presenca dessa enzima ja foi reportada em fragdo de parede celular de C. albicans (Ebanks et
al., 2006) ¢ em vesiculas extracelulares de C. neoformans (Rodrigues et al., 2008), ¢ possivel
que a isocitrato desidrogenase esteja na superficie de microorganismos patogénicos,
desempenhando fung¢des pouco esclarecidas. Dessa forma, a fungdo da interacdo, direta ou
indireta, entre a PbGellp e a isocitrato desidrogenase, isolada pela técnica de pull-down,

ainda ndo pode ser estabelecida em P. brasiliensis.
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A prenilagdo de proteinas ¢ uma modificacdo pos-traducional importante que facilita o
ancoramento a membranas celulares, inclusive a plasmatica e contribui para a realizagdo de
interacdes proteina-proteina (Wright & Philips, 2006; Sinensky, 2000). Ja foram identificadas
trés  preniltransferases em  células  eucaridticas:  farnesiltransferase  (FTase),
geranilgeraniltransferase 1 (GGTase I) e geranilgeraniltransferase II (GGTase 1I) (Song &
White, 2003). FTase e GGTase I transferem um isoprendide de 15 ou 20 carbonos,
respectivamente, para um motivo CAAX carboxiterminal (C: cisteina, A: aminoacido alifatico
e X: aminoéacido qualquer, que contribui para a especificidade da enzima) (Lane & Beese,
2006). GGTase II reconhece, normalmente, motivos CC e CXC presentes, exclusivamente,
em proteinas da familia Rab e promove uma dupla geranilgeranilacdo (Leung et al., 2007).
Todas as preniltransferases sdo heterodimeros, compostos de subunidades o e B. FTase e
GGTase I compartilham a mesma subunidade o e possuem subunidades § homoélogas (Lane &
Beese, 2006). Acredita-se que a subunidade o da FTase seja responsavel pela atividade
catalitica da enzima e para a estabilizagdo da subunidade [ (Andres et al., 1993). Ja foi
demonstrado para C. albicans e para C. neoformans que a inibigdo da FTase ndo altera o
crescimento vegetativo desses fungos, mas reduz diferenciagdo celular (Vallim et al., 2004;
McGeady et al., 2002). Em P. brasiliensis, a inibigdo desta enzima favorece a transigdo
levedura-micélio de maneira dose-dependente, tornando essa transicdo um evento
independente da temperatura (Fernandes et al., 2008). Porém mais estudos sdo necessarios
para a elucidacdo desse mecanismo em P. brasiliensis. Dessa forma, a fungdo da interagdo
PbGellp-FTase, rastreada na biblioteca de duplo hibrido e confirmada por

coimunoprecipitagdo, ainda ndo pode ser estabelecida para esse fungo.

A localizacdo multipla de proteinas ¢ um assunto cada vez mais abordado.
Inicialmente, as proteinas classicas de certo compartimento celular, quando identificadas em
outro, eram tidas como contaminantes de preparacdo da fracdo celular. Atualmente, com a
utilizagcdo de técnicas aprimoradas para evitar a contaminacdo de fragdes celulares e com a
popularizagdo da espectrometria de massas, proteinas atipicas estdo sendo consideradas
residentes. Essas proteinas podem estar em localizagdes multiplas desempenhando sua fungao
classica ou fungdes ndo esperadas e, neste caso, sdo denominadas de proteinas moonlighting.
Os métodos de rastreamento de interagdes proteina-proteina, como o duplo hibrido e o pull-
down, dao boas perspectivas para a descoberta de novas fun¢des de uma proteina, visto que
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interagdes ndo esperadas podem indicar uma nova fun¢do para uma proteina. Porém estudos
adicionais, como caracteriza¢des bioquimicas e ensaios funcionais, sdo necessarios antes de

determinar se uma proteina ¢ ou ndo uma moonlighting.

Neste trabalho, foram rastreadas e isoladas muitas interagdes intermoleculares que nao
ocorreriam se uma das duas proteinas ligantes ndo apresentasse localizacdo multipla, o que
dificulta a interpretacdo dos resultados. Um fator complicador ¢ a possibilidade de ambas as
proteinas ligantes serem multilocalizadas ou, o que dificulta ainda mais a analise, serem
moonlighting. Apesar da dificuldade de analise dos resultados obtidos, pelo presente trabalho,
pode-se ratificar a contribui¢do da glicanosiltransferase para a manutencao e o remodelamento
da parede celular de P. brasiliensis (Castro et al., 2009), pelas interagdes rastreadas entre essa
enzima e a permease de a-glicosideos, a fosfatase acida, a lipase da familia GDSL, a septina,
a actina, a tubulina, a HSP90 e a piruvato quinase. Destacam-se as intera¢des isoladas entre a
PbGellp ¢ as proteinas actina, tubulina e septina, o que pode indicar que essa
glicanosiltransferase estd fortemente associada com o citoesqueleto, tendo sua localizacao
determinada por essa trama protéica ou contribuindo para o direcionamento dessas proteinas
para a extremidade celular, o que contribui para a polariza¢ao da célula. Além disso, reforga-
se a indicacao de que a glicanosiltransferase possa participar do silenciamento transcricional,
quando localizada no ntcleo da célula (Koch & Pillus, 2009), devido as inumeras interagdes
rastreadas entre PbGellp e proteinas nucleares, como a argonauta Qde2, o fator de
alongamento transcricional spt6, outros fatores transcricionais e a ATP-citrato sintase,
possivelmente localizada no nucleo celular. Cada vez mais, proteinas do metabolismo
citoplasmatico vém sendo reportadas a superficie celular e, neste trabalho, existe uma forte
indicagdo de que em P. brasiliensis ocorre 0 mesmo, devido a interagdes rastreadas entre a
PbGellp ¢ a piruvato desidrogenase, a piruvato quinase, a glicina desidrogenase, a timina

dioxigenase, a isocitrato desidrogenase e a proteina bifuncional da biossintese de arginina.
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VIIl. Conclusdes

Com o presente trabalho, foi possivel verificar e sugerir que:

e A PbGellp esta possivelmente na parede celular de P. brasiliensis, contribuindo para
sua manuten¢ao e remodelamento. Os produtos génicos rastreados e as proteinas
identificadas que sugerem essa localizagdo e esse papel biologico da PbGellp sdo:
permease de a-glicosideos, fosfatase acida, lipase da familia GDSL, septina, actina,

tubulina, HSP90 e piruvato quinase;

e A PDbGellp poderia ter uma localizagdo atipica no niicleo celular, podendo contribuir
para o silenciamento génico mediado por alteracdes estruturais. Os produtos génicos
rastreados e as proteinas identificadas que sugerem essa localizacdo e esse papel
biologico da PbGellp sao: argonauta Qde2, fator de alongamento transcricional spt6,

outros fatores transcricionais ¢ ATP-citrato sintase;

e A PbGellp pode estar fortemente associada ao citoesqueleto. Isso ¢ indicado pelas

interacoes verificadas entre essa glicanosiltransferase e a actina, a tubulina e a septina;

e Proteinas do metabolismo citoplasmatico podem localizar-se na superficie das células
de P. brasiliensis. Isso ¢ indicado pelas interacdes verificadas entre essa
glicanosiltransferase e a piruvato desidrogenase, a piruvato quinase, a glicina
desidrogenase, a timina dioxigenase, a isocitrato desidrogenase e a proteina

bifuncional da biossintese de arginina.
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VIII. Perspectivas

A partir dos resultados obtidos, as perspectivas deste trabalho sdo:

e Promover ensaios de citolocalizac¢do entre a PbGellp e algumas das proteinas ligantes
rastreadas para validacdo dessas interagdes e elucidagdo dos locais onde estdo

acontecendo essas ligacdes;

e Avaliar os niveis de expressao dos cDNAs codificantes para PbGellp ¢ para algumas
das proteinas rastreadas neste trabalho durante a transicao da fase de levedura para a

de micélio de P. brasiliensis;

e Silenciar ou deletar o gene codificante para PbGellp ¢ comparar o perfil genémico da

linhagem silenciada ou mutada com o da linhagem selvagem.
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