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RESUMO 

A parede celular de microrganismos patogênicos atua como uma barreira inicial no contato 
entre o parasito e o hospedeiro. Além de funcionar como uma barreira mecânica, ela abriga 
um arsenal de macromoléculas imunogênicas. Uma forma pela qual as proteínas estão 
associadas à parede celular é por meio de âncoras-GPI. A extremidade carboxila hidrofóbica 
da enzima β-1,3-glicanosiltransferase do fungo patogênico humano Paracoccidioides 
brasiliensis é característica de proteínas GPI-ancoradas. A montagem e o rearranjo de β-1,3-
glicana são de fundamental importância porque esta molécula serve como um esqueleto sobre 
o qual outros polissacarídeos e proteínas da parede celular estão associados. No fungo 
termodimórfico P. brasiliensis, β-1,3-glicana é encontrada prioritariamente em micélio, sendo 
α-1,3-glicana predominante em levedura. Foram rastreadas neste trabalho possíveis interações 
proteína-proteína realizadas pela β-1,3-glicanosiltransferase 1  de P. brasiliensis (PbGel1p). 
Para isso utilizou-se a técnica de duplo-híbrido 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 proteínas 
que interagem direta ou indiretamente com a PbGel1p. Foi possível rastrear 38 produtos 
gênicos através do sistema de duplo híbrido e isolar três proteínas pelo ensaio de pull-down, 
identificadas por espectrometria de massas. O papel da PbGel1p na manutenção e no 
remodelamento da parede celular do fungo foi indicado através da análise das interações 
rastreadas, como permease de α-glicosídeos, fosfatase ácida, lipase da família GDSL, septina, 
actina, tubulina, HSP90 e piruvato quinase. Além disso, foram sugeridos a localização da 
PbGel1p no núcleo das células do fungo e seu papel no silenciamento gênico mediado por 
alterações estruturais, por meio do rastreamento das seguintes proteínas ligantes a PbGel1p: 
argonauta Qde2, fator de alongamento transcricional spt6, outros fatores transcricionais e 
ATP-citrato sintase. Portanto, este estudo indicou, pela primeira vez, que PbGel1p tem 
localização múltipla e participa tanto de funções classicamente descritas para 
glicanosiltransferases, como o remodelamento da parede celular, quanto de funções 
recentemente descritas para essa família de proteínas, como o silenciamento transcricional 
sítio-específico. 



XIX 

 

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 β-1,3-glucanosyltransferase 
enzyme of the human pathogenic fungus Paracoccidioides brasiliensis is characteristic of 
GPI anchored proteins. The β-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, β-1,3-glucan is found predominantly in mycelium 
form and α-1,3-glucan is predominant in the yeast form. In this work, it was screened possible 
protein-protein interactions performed by β-1,3-glucanosyltransferase 1  of P. brasiliensis 
(PbGel1p). To obtain these results, a P. brasiliensis cDNA library was screened with 
PbGel1p 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 PbGel1p. 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 
PbGel1p 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 
PbGel1p 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 
PbGel1p 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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II..  IInnttrroodduuççããoo  

  

II..11..  OO  ffuunnggoo  ddiimmóórrffiiccoo  PPaarraaccoocccciiddiiooiiddeess  bbrraassiilliieennssiiss  

 Em 1908, na cidade de São 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 etiológico da “hifoblastomicose pseudococcídica”. O termo “pseudococcídica” foi 

usado para reforçar as diferenças existentes entre o fungo recém-isolado e o agente causador 

da coccidioidomicose, também uma “hifoblastomicose”, que designava todas as doenças 

causadas por fungo dimórfico. Porém, só em 1930, Floriano de Almeida caracterizou este 

fungo emergente e o denominou de Paracoccidioides brasiliensis. Sendo a doença por ele 

causada oficialmente denominada de paracoccidioidomicose (PCM) em 1971, durante o 

primeiro simpósio sobre este tema, sediado na cidade de Medelín, na Colômbia (Lacaz, 1994). 

 Os fungos dimórficos são caracterizados pela mudança de uma fase filamentosa 

multicelular para uma unicelular, quando infectam os tecidos do hospedeiro. Essa é uma 

propriedade genética intrínseca 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 não serem virulentas (Maresca & Kobayashi, 2000). Em contrapartida, a 

transição morfológica não parece prejudicar a perpetuação destes organismos, uma vez que 

eles podem sobreviver no solo como saprobiotas e crescer como micélio. Em P. brasiliensis 

esse dimorfismo está fortemente associado à mudança 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 oC, quando o fungo tem 

um aspecto de levedura, para temperaturas inferiores a 28 oC, quando se tem a fase miceliana 

(Bagagli et al., 2006).  

 Macroscopicamente, a fase de levedura de P. brasiliensis é caracterizada por colônias 

rugosas, amareladas, de aspecto cerebriforme. Microscopicamente, são visualizadas células 

esféricas ou ovais de 2-30 µm de diâmetro, multinucleadas, apresentando paredes espessas e 
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birrefringentes, aparentemente duplas, e citoplasma contendo vacúolos de lipídeos. O 

diagnóstico histológico baseia-se no achado de estruturas fúngicas com formato de “roda de 

leme” que refletem células-mães em brotamento multipolar envolvidas por células-filhas 

periféricas (Restrepo, 1978). Já a fase miceliana, apresenta-se macroscopicamente como 

colônias pequenas, irregulares, esbranquiçadas ou acastanhadas. Microscopicamente, as hifas 

são finas (1-3 µm), hialinas e septadas, apresentando conídeos uninucleados terminais ou 

intercalares (Queiroz-Telles, 1994). 

 Comparações filogenéticas de dermatófitos e fungos dimórficos baseadas na 

subunidade ribossomal 28S classificaram P. brasiliensis como pertencente ao reino Fungi, 

filo Ascomycota, classe Plectomyceto, ordem Onygenales, família Onygenaceae, juntamente 

com B. dermatitidis e H. capsulatum (Leclerc et al., 1994; San-Blas & Niño-Vega, 2008). 

Atualmente a sistemática molecular está sendo bastante utilizada para definir espécies 

fúngicas, antes só determinadas pela observação do fenótipo, o que subestimava o número 

dessas espécies. Paracoccidioides brasiliensis era considerada espécie única de seu gênero até 

se propor a existência de três 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 à Colômbia; PS2 é encontrada predominantemente no Brasil, 

nos estados de São Paulo e Minas Gerais, mas também na Venezuela; S1 está distribuída no 

Brasil, Argentina, Paraguai, Peru e Venezuela (Matute et al., 2006). Análises filogenéticas 

posteriores revelaram que a linhagem 01 de P. brasiliensis (Pb01) distancia-se dos três clados 

descritos anteriormente, sugerindo que Pb01 seja uma nova espécie do gênero 

Paracoccidioides (Carrero et al., 2008). Com o estudo de mais isolados de P. brasiliensis foi 

identificado um grupo com 17 isolados similares genotipicamente, incluindo Pb01, que se 

distanciam do grupo S1/PS2/PS3, reforçando que o grupo “semelhante a Pb01” refere-se a 

uma nova espécie, que seria então denominada Paracoccidioides lutzii, em homenagem a 

Adolfo Lutz. Esta nova espécie seria endêmica da região Centro-Oeste brasileira, mais 

especificamente dos Estados de Goiás e Mato Grosso (Teixeira et al., 2009). Porém ainda não 

há um consenso sobre esta questão devido a pouca informação existente sobre diferenças de 

morfologia, de virulência, de resistência a fungicidas, de taxa de proliferação, de resposta ao 

hospedeiro e de nicho entre as duas possíveis espécies.  



Análises in vivo e in vitro de interações intermoleculares da Beta-1,3-glicanosiltransferase 1 de Paracoccidioides brasiliensis 
Elisa Flávia Luiz Cardoso Bailão 

 

22 

 

 Os nichos ecológicos de P. brasiliensis ainda não estão 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, já tendo sido isolado de 

solo, de água e de plantas (Restrepo et al., 2001). O segundo refere-se à sua associação com 

animais homeotérmicos, inclusive o homem, em sua fase de levedura, podendo levar à 

doença. Devido ao pequeno número de isolamentos de P. brasiliensis do solo, acredita-se que 

este ambiente não seja o hábitat permanente do patógeno, vivendo ele tempo variável neste 

local. Presume-se que o fungo P. brasiliensis ocorra normalmente em ambientes úmidos, 

próximos a rios, onde possa ser protegido por representantes de espécies aquáticas como 

moluscos, anfíbios, peixes e artrópodes. Estes reservatórios aquáticos estariam fornecendo ao 

parasito nutrientes, umidade, competição biológica limitada e temperatura apropriada para a 

sobrevivência do fungo no meio ambiente. A infecção 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 e não reservas 

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

 A composição genética de P. brasiliensis foi por muito tempo desconhecida pela 

indeterminação de seu estágio sexual ou teleomórfico e por este organismo, como vários 

outros fungos, ser refratário às análises citogenéticas clássicas (San-Blas et al., 2002). Dessa 

forma, várias alternativas foram estudadas para elucidar esta questão. Utilizando-se a técnica 

de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), foi possível identificar quatro ou cinco 

cromossomos estimados em 2-10 Mb, tanto de fungos isolados do meio ambiente, quanto de 

isolados clínicos. 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 conídios 

apresentou um tamanho entre 30,2 e 30,9 Mb, não havendo, portanto, nenhuma diferença 

significativa com a fase de levedura (Almeida et al., 2007). O genoma estrutural de três 

linhagens de P. brasiliensis (Pb01, Pb03 e Pb18) foi realizado, confirmando a presença de 

cinco cromossomos em cada um. Porém o genoma da linhagem Pb01 é o maior, tanto em 
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número de bases quanto em quantidade de genes, apresentando 32,94 Mb, com um total de 

9.132 genes. Este projeto comparativo, designado “Genômica Comparativa de Coccidioides e 

outros Fungos Dimórficos Patogênicos”, auxilia na compreensão das diferenças existentes 

entre as linhagens, na caracterização de genes e de suas regiões promotoras, e no 

desenvolvimento de novas ferramentas biomoleculares e genéticas importantes para a 

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

paracoccidioides_brasiliensis/MultiHome.html). 

 

II..22..  AA  ppaarraaccoocccciiddiiooiiddoommiiccoossee    

P. brasiliensis alcança o hospedeiro usualmente através da via respiratória, por 

inalação de propágulos de micélio, como conídios. Nos pulmões, esses propágulos 

convertem-se para a fase de levedura, de onde podem disseminar para diferentes órgãos e 

tecidos, pelas vias hematogênica e/ou linfática (Franco, 1987). Essa mudança brusca no 

momento da infecção requer um ajuste rápido e coordenado por parte do fungo para manter a 

sobrevivência dele e para capacitá-lo a invadir o hospedeiro. As mudanças morfogenéticas em 

fungos dimórficos são reversíveis, sendo consideradas uma forma de adaptação oportunista às 

condições do hospedeiro. Além disso, a conversão para uma forma diferente é um requisito 

para a progressão da infecção (San-Blas et al., 2002; San-Blas & Niño-Vega, 2008).   

A susceptibilidade do hospedeiro a P. brasiliensis está relacionada tanto a fatores do 

fungo, principalmente a virulência do isolado e a quantidade de inóculo, quanto do próprio 

hospedeiro (Franco, 1987). Uma vez em contato com os propágulos infecciosos de P. 

brasiliensis, a infecção pode ficar dormente, com a formação de focos quiescentes de células 

leveduriformes viáveis. A reativação endógena pode ocorrer dependendo de fatores genéticos 

e hormonais do próprio hospedeiro, como debilidade por outras patologias, alcoolismo 

crônico, má nutrição, fumo, imunossupressão e presença/ausência de estrogênio (Restrepo-

Moreno, 2003). Foi demonstrado que o hormônio sexual feminino 17β-estradiol inibe 

seletivamente a transição de micélio para levedura em P. brasiliensis (Restrepo et al., 1984). 

Foi observada também a participação deste hormônio na resistência de fêmeas de rato ao 

desenvolvimento inicial da PCM (Aristizabal et al., 2002). Uma proteína de ligação a 

estrogênio (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 

hormônio, forma-se um complexo proteína-ligante, que inibe a conversão morfológica e, 

portanto, o estabelecimento e a disseminação da doença (Clemons et al., 1989; Stover et al., 

1986). As análises do perfil transcricional de P. brasiliensis detectaram uma expressão 

preferencial do gene que codifica para a EBP na fase patogênica (Felipe et al., 2005). Essas 

evidências permitem afirmar uma resistência inata de fêmeas à PCM, demonstrada pela taxa 

de 14:1 homens com relação a mulheres que desenvolvem PCM crônica nas regiões 

endêmicas (Restrepo-Moreno, 2003).    

A PCM é uma micose sistêmica, endêmica da América Latina, distribuída do México 

à Argentina (Restrepo et al., 2001). Dentro da região endêmica, com 90 milhões de 

indivíduos, 10 milhões devem estar infectados com o fungo, porém a maioria deles não 

apresenta a forma ativa da doença (Brummer et al., 1993). Em um estudo de detecção do 

antígeno paracoccidioidina por reação intradérmica, revelou-se que a PCM infecção é 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 plantações em área rural é 

fator ocupacional predisponente para a aquisição da PCM (Franco, 1987). A PCM é raramente 

observada em crianças e adultos jovens (3 e 10% dos casos relatados, respectivamente) e é 

mais frequentemente diagnosticada em homens adultos entre 30 e 60 anos de idade (Brummer 

et al., 1993). O Brasil é o país com maior número de casos da doença (80%), seguido pela 

Venezuela e pela Colômbia (Brummer et al., 1993). No Brasil, a PCM representa 51,2% das 

causas de morte entre as micoses sistêmicas, seguida por criptococose, candidose e 

histoplasmose. Com relação à idade e sexo, 53,4% dos pacientes portadores da PCM possuem 

30-59 anos e 87,9% são do sexo masculino. Os Estados brasileiros mais atingidos são São 

Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Paraná e Rio Grande do Sul. (Prado et al., 2009). 

Estima-se que, no Brasil, a taxa de incidência anual da doença 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 autóctones já foram diagnosticados na Europa, nos Estados Unidos da 

América e na Ásia (Joseph et al., 1966; Chikamori et al., 1984; Ajello & Polonelli, 1985). 

Estes relatos possibilitaram a determinação de um período assintomático da PCM, que é em 

média 15,3 anos, que ocorre após o contato do paciente com a área endêmica até a 
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manifestação da doença (Brummer et al., 1993). O longo período de latência, característico da 

PCM, dificulta o processo de determinação precisa do sítio onde a infecção ocorreu (Borelli, 

1972). 

As formas clínicas da PCM são classificadas em: aguda ou subaguda (juvenil) e 

crônica ou adulta (Franco, 1987). A forma aguda da micose afeta principalmente crianças e 

jovens e é a forma mais grave e com pior prognóstico. Seu quadro clínico caracteriza-se por 

um desenvolvimento rápido e por marcante envolvimento de órgãos como fígado, baço, 

gânglios linfáticos e medula óssea. Nesta forma, a PCM conduz à perda gradual de resposta 

imune celular e induz à produção de altos títulos de anticorpos específicos. A forma crônica 

ou adulta representa mais de 90% dos casos, sendo a maioria dos pacientes constituída por 

homens adultos. Ao contrário da forma aguda, o quadro clínico apresenta um 

desenvolvimento lento com comprometimento pulmonar evidente (Brummer et al., 1993). Em 

aproximadamente 25% dos casos, o pulmão é o único órgão afetado - forma unifocal. Muitas 

vezes, com o desenvolvimento silencioso da doença, o paciente busca auxílio médico somente 

quando apresenta sintomas de comprometimento extrapulmonar. Nestes casos se constatam o 

envolvimento de órgãos como pele, mucosas das vias aéreas superiores, tubo digestivo e 

linfonodos - forma multifocal (Londero et al., 1986; Brummer et al., 1993). A forma crônica 

apresenta notável tendência à disseminação, sendo pouco frequente os quadros onde há 

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

 

II..33..  AA  ppaarreeddee  cceelluullaarr  ffúúnnggiiccaa  

Considerada por muito tempo um exoesqueleto inerte, a parede celular de fungos é 

vista hoje como uma rede tridimensional complexa e dinâmica, que muda continuamente em 

resposta a modificações nas condições de cultivo ou a estresses ambientais (Latgé, 2007). 

Essas mudanças ocorrem para garantir a proteção da célula contra diferentes pressões 

osmóticas e contra agressões físicas ou químicas, enquanto permitem à célula fúngica 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 à célula interagir com o meio que a 

cerca, promovendo a adesão célula-célula ou célula-substrato e a ativação de vias de 

transdução 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 polissacarídeos (principalmente glicana e quitina) e o restante representa a 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Várias categorias de proteínas de parede celular de fungos já foram identificadas: (1) 

GPI (glicosilfosfatidilinositol)-ancoradas – associadas à membrana plasmática por uma 

estrutura contendo lipídeos e oligossacarídeos. (2) Pir (proteínas com repetições internas) – 

associadas à parede através de uma ligação éster entre um resíduo desaminado de glutamina 

de suas repetições e um grupo hidroxila da β-1,3-glicana. Propõe-se que elas interligam as β-

1,3-glicanas. (3) álcali-solúveis sem repetições internas – sobre as quais não se sabe como se 

ligam às macromoléculas da parede celular. (4) ligadas por pontes dissulfeto. (5) hidrofobinas 

– uma classe especial de proteínas pequenas, ricas em cisteína que podem formar 

aglomerados hidrofóbicos e são encontradas na parede de esporos e de hifas aéreas (de Groot 

et al., 2009).  

Com os estudos crescentes na área de proteômica, as proteínas tradicionalmente 

citoplasmáticas que eram consideradas contaminantes das preparações de parede celular estão 

ganhando aceitação como verdadeiras constituintes desta estrutura celular. Estudos com 
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vários fungos já identificaram proteínas citosólicas e mitocondriais como macromoléculas 

associadas à 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 funções destas proteínas quando localizadas 

na parede celular ainda não são conhecidas.  

Já as proteínas típicas da parede celular são glicoproteínas, extensivamente 

modificadas com N- e O-glicosilações e/ou com a adição da âncora GPI. Essas 

macromoléculas funcionam na manutenção da forma celular, na mediação da adesão célula-

célula e célula-substrato, na proteção da célula contra substâncias exógenas, na absorção de 

moléculas, na transmissão de sinais intracelulares provenientes de estímulo externo e na 

síntese 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 

polímeros cristalinos têm uma enorme resistência à tração, contribuindo para a integridade da 

parede celular. Este polissacarídeo ocorre na superfície celular como uma cadeia linear longa 

de N-acetilglicosaminas ligadas por ligações do tipo β-1,4 (Bowman & Free, 2006). Uma vez 

interrompida a síntese de quitina, a parede celular desorganiza-se, tornando a célula fúngica 

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

A glicana é o maior polissacarídeo estrutural da parede celular fúngica, constituindo 

de 50-60% do peso seco desta estrutura (Kapteyn et al., 1999). Polímeros de glicana são 

compostos de resíduos de glicose organizados em cadeias por vários tipos de ligações 

químicas, sendo que destas cerca de 65-90% são do tipo β-1,3. A β-1,3-glicana serve, então, 

como o principal constituinte estrutural ao qual outros componentes da parede celular estão 

ligados covalentemente. Dessa forma, a síntese deste polímero é requerida para a formação 

correta da parede celular e, assim, para o desenvolvimento normal dos fungos (Bowman & 

Free, 2006).  

Tanto os polímeros de quitina quanto os de β-1,3-glicana são gerados por complexos 

enzimáticos associados à membrana plasmática, que lançam seu produto linear para o espaço 

extracelular. Esse modelo de síntese, chamado de vetorial, promove a associação das cadeias 

nascentes no espaço da parede celular e facilita a integração destas à estrutura em formação. 

Essa integração ocorre tanto em pontos de síntese ativa da parede celular, como em áreas de 

crescimento celular e de brotamento ou ramificação (Bowman & Free, 2006). β-1,3-glicana e 
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quitina sintases são transportadas para a membrana plasmática em uma forma inativa, onde 

elas são arranjadas em complexos e tornam-se ativas após o contato com ativadores 

residentes. Essa é uma localização perfeita para essas enzimas, já que elas usam 

monossacarídeos intracelulares solúveis e promovem a extrusão de produtos insolúveis para o 

espaço periplasmático (Latgé, 2007). 

 

II..44..  AA  ppaarreeddee  cceelluullaarr  ddee  PP..  bbrraassiilliieennssiiss  

 Em P. brasiliensis, como em outros fungos, lipídeos, quitina, glicanas e proteínas são 

os principais componentes da parede celular, tanto de micélio quanto da fase de levedura. Os 

conteúdos de lipídeos (5-10%) e de glicanas (36-47%) são bem semelhantes nos dois tipos 

celulares. O que difere são os conteúdos de quitina (37-48% na fase de levedura e 7-18% na 

fase de micélio) e de proteínas (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 é composta 

basicamente de α-1,3-glicana e, em menor quantidade, de β-1,3-glicana, sendo recoberta por 

mucopolissacarídeos 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 é composta por fibras de β-1,3-glicana e a mais interna 

é constituída de fibras rígidas de quitina (San-Blas & San-Blas, 1994).  

 A transição morfológica de P. brasiliensis é acompanhada por intensas modificações 

na composição da parede celular. A transição micélio-levedura, por exemplo, é acompanhada 

pelo aumento no conteúdo de quitina e pela mudança do tipo das ligações entre os polímeros 

de glicana de β-1,3 para α-1,3 (San-Blas & San-Blas, 1994, 1977). A composição lipídica da 

membrana celular também sofre alterações durante a transição morfológica. Acredita-se que 

esta modificação é requerida para regular a atividade de proteínas integrais de membrana, 

como sintases (glicana e quitina sintases) e hidrolases (glicanases e quitinases), envolvidas, 

por sua vez, com mudanças na composição da parede celular (Borges-Walmsley et al., 2002).  
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 Alguns componentes da parede celular do fungo, como a α-1,3-glicana, já foram 

caracterizados como importantes fatores de virulência. Durante a transição de micélio para 

levedura ocorre uma substituição gradual do polímero de β-1,3-glicana para α-1,3-glicana 

(Kanetsuna et al., 1969). Foi sugerido que fagócitos humanos produzem β-1,3-glicanase, 

capaz de digerir somente β-1,3-glicana, presente prioritariamente na parede celular da fase 

miceliana do fungo. Portanto a transformação de micélio para levedura, logo no início da 

infecção, deve proteger o patógeno contra a ação das enzimas β-glicanases fagocitárias. Isso 

permitiria a instalação do fungo na fase de levedura e o estabelecimento da infecção (San-

Blas, 1982). Semelhantemente em H. capsulatum, a β-1,3-glicana da parede celular é 

mascarada pela α-1,3-glicana para bloquear o reconhecimento por parte do hospedeiro via 

receptor dectina-1 (Rappleye et al., 2007). No fungo fitopatogênico Magnaporthe grisea, α-

1,3-glicana mascara β-1,3-glicana e quitina e interfere com a ligação de anticorpos, lecitinas, 

β-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 (Bailão et al., 

2006) e plasma humanos (Bailão et al., 2007) induz a expressão de genes possivelmente 

associados com o remodelamento da parede celular. O perfil transcricional sugere que o 

remodelamento estrutural é uma das maneiras pela qual o patógeno detecta e responde a 

mudanças na osmolaridade externa. Dessa forma, durante as rotas de disseminação 

hematogênica e linfática, o remodelamento da parede celular e a resposta ao estresse osmótico 

seriam as estratégias adaptativas preferencialmente utilizadas. 

  Foi identificado em transcritomas do fungo genes que codificam para proteínas 

envolvidas na estrutura, composição e organização da parede celular (Costa et al., 2007; 

Bastos et al., 2007; Tomazett et al., 2005). Entre as sequências identificadas estão quitina 

sintase, glicana sintase, manosiltransferase, glicanosiltransferase, endoquitinase e 

exoquitinase. Além dessas proteínas tradicionalmente de parede celular, estudos têm 

comprovado que enzimas glicolíticas e outras proteínas abundantes no citoplasma localizam-

se também na parede celular de P. brasiliensis, tais como a DnaJ mitocondrial (Batista et al., 

2006), a gliceraldeído-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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II..55..  AA  ddiinnââmmiiccaa  ddaa  ppaarreeddee  cceelluullaarr  ee  oo  ppaappeell  ddaass  gglliiccaannoossiillttrraannssffeerraasseess    

 A natureza dinâmica da parede celular fúngica deve-se à atuação coordenada de uma 

série de glicoproteínas presentes em sua estrutura. As funções individuais da maioria das 

proteínas associadas a essa estrutura não foram totalmente determinadas. Porém, baseado em 

análises computacionais de modelagem de proteínas e de homologia de sequências, essas 

proteínas foram agrupadas em duas categorias principais: enzimas associadas à parede celular 

e proteínas “estruturais” (Bowman & Free, 2006). Essas enzimas estão ativamente envolvidas 

na síntese 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 síntese e na ligação cruzada de polímeros da 

parede. As proteínas “estruturais” estão também incorporadas à parede celular, porém não 

possuem atividade enzimática. Em geral, estas proteínas são relativamente pequenas e não 

possuem domínios funcionais claramente definidos. Muitas destas proteínas desempenham 

papéis na migração celular, na adesão, no reconhecimento celular e no suporte para outros 

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

 A maior parte das proteínas de parede celular é integrada a ela via ligações covalentes 

entre carboidratos presentes nos sítios de N- e O-glicosilação e/ou nas âncoras GPI com os 

resíduos presentes nos polímeros de quitina ou de glicana. As proteínas GPI-ancoradas, como 

outras proteínas tradicionalmente de parede celular, possuem um peptídeo sinal 

aminoterminal em sua sequência que as direciona para a via secretória, além de possuírem 

vários sítios de N- e O-glicosilação e um carboxiterminal de adição da âncora GPI (Bowman 

& Free, 2006). Este domínio hidrofóbico da porção carboxiterminal é clivado e substituído 

pela âncora GPI no resíduo de aminoácido designado sítio ômega (ω), dentro do lúmen do 

retículo endoplasmático (ER) (Hamada et al., 1998). 

 A estrutura central da âncora GPI é conservada em eucariotos e consiste de um motivo 

fosfatidilinositol, um grupo glicosamina, três resíduos de manose e, por fim, um grupo 

fosfoetanolamina (Tiede et al., 1999), conforme representado na Figura 2. O fosfatidilinositol 

é ligado a um elemento lipídico, que pode ser um diacilglicerol ou uma ceramida. O inositol é 

ligado a um resíduo glicosamina através de uma ligação α-1,6, que, por sua vez, é ligado a 

uma cadeia com três resíduos de manose. A fosfoetanolamina ligada ao carbono-6 da terceira 
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manose serve como ponto de contato com a proteína marcada, através de uma ligação amida. 

Esta estrutura central pode receber ainda outros resíduos de fosfoetanolamina e carboidratos 

acessórios, que se estendem a partir das manoses, contribuindo para a diversidade de âncoras 

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

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estrutura central da âncora 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 

biossíntese da âncora GPI apresenta parede celular anormal, defeito de crescimento da hifa, 

germinação conidial rápida e aberrante. Além disso, esse mutante exibiu virulência reduzida 

em camundongos imunocomprometidos. Dessa forma, pode-se dizer que a âncora GPI não é 

essencial para a viabilidade celular, mas é requerida para a integridade da parede celular, para 

a morfogênese e para a virulência (Li et al., 2007). Isso já havia sido demonstrado de forma 

similar para Neurospora crassa. Mutantes deste fungo deficientes em diferentes genes da via 

de biossíntese da âncora GPI apresentaram taxas reduzidas de crescimento, padrões de 

crescimento de hifa alterados, lise celular aumentada e morfologia anormal. Além disso, a 

parede celular desses mutantes é anormalmente frágil, contém quantidade reduzida de 

proteínas e composição carboidrática alterada. Esses dados demonstram a importância da via 

de biossíntese da âncora GPI para estrutura e função apropriadas da parede celular (Bowman 

et al., 2006). 
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 Existem diferenças estruturais entre o fosfatidilinositol primário para a síntese da 

âncora GPI, o precursor GPI completo imediatamente antes da ligação à proteína e a proteína 

GPI-ancorada na superfície celular, sugerindo que a estrutura da âncora GPI é remodelada 

durante a biossíntese e após o acoplamento à proteína (Fujita & Kinoshita, 2009). Já foi 

demonstrado que a retenção de uma cadeia lateral de fosfoetanolamina na manose 2 da 

estrutura da âncora GPI em células de ovário de hamster chinês mutadas causa defeitos na 

exportação de proteínas GPI-ancoradas do ER. O gene responsável por esse fenótipo foi 

denominado de pgap5 (pós-acoplamento da GPI à proteína 5) e existem dois homólogos a 

esse gene na levedura Saccharomyces cerevisiae (Fujita et al., 2009; Haass et al., 2007). Em 

leveduras, dois tipos de remodelamento de lipídeos da âncora GPI acontecem no ER, 

resultando em proteínas GPI-ancoradas contendo elemento lipídico ceramida ou diacilglicerol 

(Sipos et al., 1997). Talvez seja por isso que existam dois homólogos a pgap5, cada um 

responsável pelo reconhecimento e clivagem da cadeia lateral de fosfoetanolamina da âncora 

GPI contendo especificamente um dos motivos lipídicos. Outra possibilidade é que esses 

homólogos clivem a fosfoetanolamina ligada ou à manose 1 ou à manose 2 de forma 

específica. Esses resultados sugerem a importância do remodelamento da porção glicana 

dessa âncora para o transporte das proteínas GPI-ancoradas do ER para o Golgi, 

demonstrando, assim a importância da porção carboidrática nessa estrutura (Fujita & 

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

 A síntese da âncora GPI ocorre simultaneamente à tradução e à clivagem proteolítica 

do propeptídeo carboxiterminal da proteína marcada para adição desta âncora (Orlean, 1997). 

A sequência sinal contida na proteína é reconhecida por um complexo protéico, de 

aproximadamente vinte proteínas diferentes, localizado na membrana do ER, conhecido como 

GPI transamidase. Este complexo cliva a proteína alvo no sítio ω e medeia a transferência da 

estrutura central da âncora GPI para a nova região carboxiterminal da proteína. A âncora GPI 

serve para localizar a proteína na membrana plasmática e/ou na parede celular, além de ser 

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

 As proteínas covalentemente ligadas à parede celular de fungos desempenham vários 

papéis na célula, muitos ainda desconhecidos. Como extensivamente revisado, já foram 

descritas várias funções para as proteínas GPI-ancoradas, dentre elas estão o aumento à 

resistência contra enzimas líticas produzidas pelas células do hospedeiro, por limitar a 
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porosidade da parede celular e a proteção contra a dissecação, pelo alto grau de glicosilação 

dessas macromoléculas. Sendo que esse padrão de glicosilação é um possível modulador da 

resposta imune do hospedeiro frente à infecção, o que pode possibilitar a identificação de 

vários sorotipos. Além disso, a maioria das adesinas clássicas já descritas possui âncora GPI, 

sendo a adesão um importante fator de virulência em microrganismos, por permitir a interação 

com o hospedeiro. As proteínas que conferem proteção contra mecanismos de defesa do 

hospedeiro contribuem também para a virulência do patógeno; é o caso de algumas enzimas 

que participam da detoxificação celular, também GPI-ancoradas e que ajudam na 

sobrevivência do patógeno frente ao ataque oxidativo de macrófagos. Já foram identificadas 

também proteínas de parede celular com âncoras GPI-modificadas que parecem facilitar a 

captação de ferro, sendo seus genes codificantes super-expressos em resposta à deprivação 

desse metal. Porém a função ainda melhor descrita para as proteínas com âncora GPI é o 

remodelamento da parede celular durante o crescimento celular, a formação do broto, a 

divisão celular, a formação das estruturas envolvidas na reprodução sexuada e durante 

situações de estresses, o que permite a manutenção da integridade da parede celular (De Groot 

et al., 2005).  

Estudos demonstraram que várias proteínas GPI-ancoradas têm 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 estão as proteínas Gas (glicofosfolipídeo 

ancorado à superfície), Phr (pH-regulada), Gel (glicanosiltransferase alongando glicana) e 

Epd (essencial para o desenvolvimento da pseudohifa) pertencentes à família 72 das glicosil-

hidrolases (GH72) (Mouyna et al., 2000b). Essa família de proteínas é requerida para 

ramificação da hifa, para germinação do conídio, para brotamento da levedura e para 

manutenção do equilíbrio entre hidrólise e alongamento dos polímeros da parede celular 

(Mouyna et al., 2000a).  

 As proteínas Gas/Gel consistem de uma sequência sinal, um centro catalítico, além de 

um domínio rico em cisteína (classificado como um módulo de ligação a carboidratos, 

CBM43) ou um motivo rico em serina e treonina, seguido por uma âncora GPI (Hurtado-

Guerrero et al., 2009). Baseado na presença ou na ausência do CBM43, a família GH72 é 

subdividida em GH72+ e GH72-, respectivamente (Ragni et al., 2007b). O genoma de S. 
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cerevisiae codifica para cinco proteínas (Gas1-Gas5), sendo duas delas, Gas1 e Gas2, 

pertencentes à subfamília GH72+. Com exceção 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 (gel1-gel7), sendo que apenas Gel1p, Gel2p (ambas GH72-) e 

Gel4p (GH72+) são expressas durante o crescimento do micélio em meio rico (Mouyna et al., 

2005). Em Candida albicans cinco enzimas da família GH72, Phr1-Phr3, Pga4 e Pga5, foram 

detectadas. Phr1p, Phr2p e Pga5p pertencem à subfamília GH72+, enquanto Phr3p e Pga4p 

pertencem à GH72-. Isso demonstra que, independente da presença ou ausência do domínio 

CBM43, essas proteínas apresentam a mesma atividade glicanosiltransferase (Ragni et al., 

2007b). Diferentes enzimas GH72+ e GH72- devem satisfazer as necessidades celulares de 

remodelar β-1,3-glicana em diferentes condições fisiológicas e em diferentes conformações 

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

 Recentemente a primeira estrutura cristalográfica de uma glicanosiltransferase, a 

ScGas2p, foi apresentada. Revelou-se que o centro catalítico desta enzima interage fortemente 

com o domínio de ligação à glicana CBM43. O sítio ativo é localizado em uma fenda rica em 

tirosina, que possui dois ácidos glutâmicos como resíduos catalíticos. Dados de mutagênese 

sítio-dirigida juntamente com esses de cristalografia sugerem que a ligação do produto no 

sítio aceptor é crucial para o balanço fino entre hidrólise e transglicosilação, já que a base 

catalítica torna-se obstruída, o que previne a entrada de uma molécula de água e, assim, a 

ativação de um novo passo de hidrólise (Hurtado-Guerrero et al., 2009).        

 A enzima Gel/Gas é capaz de clivar a molécula de β-1,3-glicana internamente e 

transferir a extremidade redutora recém-gerada para uma não redutora de outra molécula de β-

1,3-glicana em um sítio de ramificação (Figura 3). A geração de uma nova ligação β-1,3 

entre estas moléculas resulta no alongamento da cadeia lateral de β-1,3-glicana, que serve 

como um esqueleto sobre o qual outros polissacarídeos (quitina e galactomanana, por 

exemplo) e proteínas da parede celular são aderidos (Mouyna et al., 2000a).  
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Figura 3. Eventos hipotéticos envolvidos na síntese e nas modificações pós-traducionais da β-1,3-glicana na 
parede celular. β-1,3-glicanosiltransferase deve estar envolvida no terceiro passo: a elongação de cadeias laterais 
de β-1,3-glicana. 

 

A função essencial dessas enzimas na morfogênese fúngica foi demonstrada por vários 

estudos de mutação gênica em diferentes organismos. Inicialmente, evidenciou-se que a 

mutação nula do gene gas1 de S. cerevisiae causa vários defeitos morfogênicos, como células 

com morfologia anormal, defeitos na maturação do brotamento e na separação celular. Além 

disso, as leveduras tornam-se mais sensíveis à presença de dodecil sulfato de sódio (SDS) e de 

Calcofluor White e mais resistentes a enzimas hidrolíticas como zimoliase. A linhagem 

mutante gas1Δ, além de exibir um crescimento reduzido, apresenta alterações estruturais na 

parede celular, incluindo uma diminuição no conteúdo de glicana e um aumento no conteúdo 

de quitina (Ram et al., 1994; Ram et al., 1995; Popolo et al., 1993; Popolo et al., 1997). 

Apesar das variações nas sequências de aminoácidos, as proteínas Gel1 e Gel2 de A. 

fumigatus e Phr1 e Phr2 de C. albicans são capazes de restaurar o defeito causado pela 

mutação do gene gas1, evidenciando que todas essas proteínas catalisam a mesma reação 

enzimática (Vai et al., 1996).  

Foi demonstrado também que Gas2p e Gas4p de S. cerevisiae são produzidas 

exclusivamente durante a esporulação e que ambas as proteínas desempenham papéis 

redundantes na maturação da parede do esporo. O mutante duplo gas2Δgas4Δ apresenta 

redução severa na eficiência de esporulação, um aumento considerável na permeabilidade a 

substâncias exógenas e a produção de esporos inviáveis. Análises ultraestruturais do esporo 

indicam que a perda de Gas2p e Gas4p afeta a correta ligação da glicana à camada de 
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quitosano, provavelmente devido à falta de remodelamento da camada de glicana (Ragni et 

al., 2007a). Semelhante ao que acontece em S. cerevisiae, Gas4p de Schizosaccharomyces 

pombe também é dispensável para o crescimento vegetativo, mas é essencial para a formação 

do esporo. Mutantes Spgas4Δ não dão origem a esporos viáveis, sugerindo que a maturação 

da parede do esporo é necessária para a manutenção da viabilidade. A ausência de Gas4p 

induz uma diminuição dos conteúdos de β-1,3-glicana da parede celular, que é compensada 

pelo aumento da fração α-glicana e manana (de Medina-Redondo et al., 2008).  

 Em A. fumigatus, o rompimento do gene gel1 não resultou em fenótipo anormal, 

enquanto que os mutantes gel2Δ e gel1Δgel2Δ exibiram crescimento reduzido, conidiogênese 

anormal e composição 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 β-1,3-glicanosiltransferase é requerida tanto para a morfogênese quanto 

para a virulência em A. fumigatus (Mouyna et al., 2005). Ensaios de imunoproteção de 

camundongos com a proteína recombinante Gel1p de Coccidioides posadassi demonstraram 

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

 Em C. albicans, phr1 é expresso em valores de pH igual ou maiores que 5,5 e phr2 é 

expresso em valores de pH abaixo de 5,5 (Saporito-Irwin et al., 1995; Muhlschlegel & Fonzi, 

1997). Dessa forma, o mutante phr1Δ é avirulento em modelo murino de infecção sistêmica, 

com pH próximo da neutralidade; enquanto que em modelo murino de infecção vaginal, cujo 

pH gira em torno de 4,5, a virulência não é afetada. O contrário ocorre para o mutante phr2Δ, 

que é avirulento em modelo de infecção vaginal e não tem sua virulência afetada em modelo 

de infecção sistêmica. Isso sugere que Phr1p e Phr2p são essenciais para a adaptação e 

colonização de C. albicans aos diferentes nichos de pH do hospedeiro (De Bernardis et al., 

1998). 

 Em um ensaio de reatividade imunológica, as proteínas recombinantes ScGas1-5 e 

AfGel1-2 foram reconhecidas especificamente pelos anticorpos presentes no soro de pacientes 

com aspergilose e candidose. Porém essas proteínas não se demonstraram Aspergillus- ou 

Candida-específicas, reagindo cruzadamente com soros de pacientes infectados por esses dois 

patógenos, que colonizam diferentes sítios no hospedeiro. Esses resultados sugerem que essas 



Análises in vivo e in vitro de interações intermoleculares da Beta-1,3-glicanosiltransferase 1 de Paracoccidioides brasiliensis 
Elisa Flávia Luiz Cardoso Bailão 

 

37 

 

enzimas GPI-ancoradas são constituintes da parede celular reativos imunologicamente e que 

devem desempenhar um papel importante nas infecções fúngicas humanas de um modo geral 

(Arroyo et al., 2007).   

 Recentemente, foi sugerido que a Gas1p de S. cerevisiae participa do silenciamento 

transcricional sítio-específico. Nesse fungo, as três regiões de cromatina silenciada são: os 

loci do tipo reprodutivo (HML e HMR), os telômeros localizados nas extremidades de cada 

cromossomo e o locus do DNA ribossomal (rDNA). O silenciamento requer quatro proteínas 

reguladoras da informação para silenciamento (Sir), sendo Sir1, Sir3 e Sir4 exclusivas de S. 

cerevisiae e Sir2 conservada de bactérias a humanos (Rusche et al., 2003). A deleção de gas1 

não altera o padrão de silenciamento em HM e resulta em silenciamento reduzido dos 

telômeros e aumentado do rDNA. Nenhum outro gene apresenta este efeito locus-específico 

no silenciamento gênico da levedura. Foi demonstrado também que a atividade catalítica de 

Gas1p é requerida para o silenciamento normal e que seu papel no silenciamento é 

independente de seu papel na biogênese da parede celular, porque outros mutantes de parede 

celular não apresentam defeitos no silenciamento. Foi demonstrado que Gas1p interage 

fisicamente com Sir2p, uma deacetilase de histona, o que sugere que a glicanosiltransferase 

está localizada também na periferia nuclear. O modelo proposto indica que Gas1p modifica o 

complexo Sir através da adição 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 β-1,3-glicanosiltransferase no silenciamento transcricional (Koch & Pillus, 2009). 

Em um rastreamento do transcritoma de P. brasiliensis em busca de sequências 

codificantes para proteínas potencialmente GPI-ancoradas, foram encontradas três possíveis 

β-1,3-glicanosiltransferases, denominadas Gel1-Gel3 (Castro et al., 2005). Recentemente, 

constatou-se que tanto os transcritos codificantes para PbGel3p, quanto a própria proteína são 

mais abundantes na fase miceliana do fungo, corroborando o fato de a parede celular do 

micélio ser composta prioritariamente de β-1,3-glicana. Além disso, análises de microscopia 

confocal e imunoeletrônica confirmaram a localização preferencial da Gel3p na superfície da 

célula do fungo. Foi observado também que a proteína PbGel3 foi capaz de complementar o 

fenótipo da linhagem de S. cerevisiae gas1Δ, sugerindo seu papel na biossíntese e na 

morfogênese da parede celular de P. brasiliensis (Castro et al., 2009). 
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II..66..  IInntteerraaççõõeess  eennttrree  pprrootteeíínnaass  

Interações proteína-proteína (PPIs) são consideradas o esqueleto básico da 

organização e homeostase de qualquer organismo vivo (Misteli, 2001). A finalização dos 

projetos genoma de vários eucariotos superiores demonstrou que a complexidade biológica 

dos organismos não está acompanhada pelo aumento do número de genes. Sugere-se, então, 

que essa complexidade é derivada de um elevado padrão de PPIs (Claverie, 2001; Rubin, 

2001). Assim um dos enfoques da era pós-genômica é a identificação dessas interações para a 

inferência de funções a partir de uma proteína associada que já tenha função descrita. Dessa 

maneira, se a função de uma proteína é conhecida, a função de sua ligante é provavelmente 

relacionada, conceito denominado de “culpa por associação” (Drewes & Bouwmeester, 2003). 

Além disso, saber a posição de uma proteína na complexa rede de interações protéicas 

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

Inicialmente a detecção de PPIs era limitada a ensaios bioquímicos laboriosos como a 

coimunoprecipitação e a cromatografia de afinidade. Mas muitas técnicas têm sido 

desenvolvidas para ampliar e simplificar essa detecção. De uma maneira geral, essas técnicas 

de identificação de PPIs podem ser divididas em proteômicas e genômicas. As primeiras são 

representadas por análises de espectrometria de massas de complexos protéicos nativos 

purificados por captura de afinidade. Nas abordagens genômicas cada proteína de interesse 

codificada pelo genoma é expressa para o exame de interações mútuas. Nesta categoria 

incluem-se o sistema de duplo híbrido em levedura e o chip de proteínas. A metodologia de 

duplo híbrido em levedura possibilita mapear interações entre duas proteínas determinadas ou 

rastrear uma biblioteca em busca de interações para uma proteína de interesse. Os chips de 

proteínas são adequados para detectar tanto interações proteína-proteína, quanto proteína-

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

O sistema de duplo híbrido em levedura foi desenvolvido originalmente por Fields e 

Song como uma ferramenta genética de detecção de PPIs em um ambiente celular (Fields & 

Song, 1989). Essa técnica é baseada no fato de que vários fatores de transcrição eucarióticos 

possuem dois domínios funcionalmente distintos: o de ligação ao DNA (BD) e o de ativação 

transcricional (AD). No sistema de duplo híbrido clássico (Figura 4), a “isca” é construída 

pela fusão de uma proteína X com o BD e a “presa” é a fusão de Y com AD. Esses vetores 
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quando coexpressos em S. cerevisiae e as proteínas X e Y interagem, há a reconstituição de 

um fator de transcrição funcional, que ativará a transcrição de vários genes repórteres 

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

     

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Metodologia clássica de duplo híbrido usando diplóides de S. cerevisiae. Construções codificantes 
para duas proteínas (X e Y) que possivelmente interagem, fusionadas com o domínio de ligação ao DNA (BD) e 
com o de ativação transcricional (AD), respectivamente, são transformadas separadamente em linhagens de tipos 
reprodutivos opostos (a e α). Após a promoção da diploidia, ambas as construções devem estar presentes em uma 
mesma célula leveduriforme, se as proteínas X e Y realmente interagirem, haverá a ativação de genes repórteres. 
Adaptado (Causier & Davies, 2002).   

 

As vantagens desse sistema, além da rapidez e do baixo custo, são a facilidade de 
análise de interações desconhecidas de uma dada proteína, já que suas ligantes são 
identificadas por sequenciamento de DNA do inserto de cDNA; a maior proximidade com o 
que acontece naturalmente, uma vez que o rastreamento das interações é promovido in vivo 
em células de levedura; a facilidade de detecção de interações entre proteínas pouco 
abundantes e de PPIs fracas, com constante de dissociação acima de 70 µM (Cho et al., 2004). 
Porém existem também algumas limitações da técnica como: as interações são forçadas a 
ocorrer no núcleo, inviabilizando o estudo de proteínas que possuem fortes sinais de 
localização para outras partes da célula, como as proteínas integrais de membrana; fatores de 
transcrição e outras proteínas podem autoativar a transcrição dos genes repórteres; as 
proteínas em estudo podem não sofrer as devidas modificações póstraducionais, excluindo 
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interações dependentes dessas alterações; as interações que ocorrem na porção N-terminal da 
proteína podem ser prejudicadas pela presença do BD ou do AD fusionado a essa região. O 
uso de dois ou mais genes repórteres para verificar as interações eliminam um grande número 
de falso-positivos, além disso, as interações são geralmente confirmadas por métodos 
alternativos, como a coimunoprecipitação (Drewes & Bouwmeester, 2003; Causier & Davies, 
2002). 

Uma maneira alternativa de se estudar as PPIs é purificar o complexo multiprotéico 

por purificação de afinidade, sendo o tipo mais comum de abordagem denominado de pull-

down (Figura 5). Basicamente, o pull-down é uma técnica in vitro que consiste de uma 

proteína isca fusionada, comumente, à glutationa S-transferase (GST), que pode ser usada 

para identificar possíveis proteínas ligantes, as presas. A isca, purificada de um sistema de 

expressão heteróloga, por imobilização a uma resina de afinidade de glutationa, serve como 

um suporte de afinidade secundário para ligação das presas. O complexo protéico purificado 

pode ser resolvido por eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes 

(SDS-PAGE) uni ou bidimensional. As proteínas são digeridas por uma protease e os 

peptídeos digeridos são identificados por espectrometria de massas (MS) (Cho et al., 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Purificação por afinidade de complexos protéicos associada à espectrometria de massas (MS). A 
proteína isca é primeiramente expressa fusionada a uma proteína adjuvante no processo de purificação. Após 
este processo, o lisado celular é incubado com a proteína de fusão purificada. O complexo protéico é resolvido 
por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e cada proteína é identificada por MS. Adaptado (Cho et 
al., 2004).    
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Algumas das vantagens em se utilizar o ensaio de pull-down associado à MS são: as 

interações são detectadas sob condições similares as do ambiente celular nativo; é possível 

estudar multicomplexos; a técnica não é restrita a um tipo celular ou a um organismo; é 

possível estudar a dinâmica das interações protéicas; apenas uma das proteínas do complexo é 

expressa como proteína de fusão, diminuindo possíveis interferências estéricas. Apesar das 

inúmeras vantagens, o ensaio apresenta também desvantagens como: altos custos e não 

identificação de algumas interações pela baixa afinidade entre as proteínas, pelo baixo nível 

de expressão das proteínas ligantes e pelos limites de detecção do instrumento de MS (Cho et 

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

Devido à existência de vantagens e de desvantagens de cada técnica de detecção das 

PPIs, elas devem ser usadas de forma complementar para produzirem um mapa de PPI 

compreensível e de alta qualidade. Como ainda não existem ferramentas moleculares para 

abordagens genéticas clássicas e reversas para estudo de função gênica em P. brasiliensis, 

tem-se utilizado o estudo de PPI para inferência de funções (Borges et al., 2009; Chen et al., 

2007).   
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IIII..  JJuussttiiffiiccaattiivvaa  

  

A parede celular de microrganismos patogênicos atua como uma barreira inicial no 

contato entre o parasito e o hospedeiro. Além de funcionar como uma barreira mecânica, ela 

abriga um arsenal de macromoléculas imunogênicas e, dessa forma, a parede celular de 

fungos é um potencial alvo para busca de candidatos a vacinas e para estudos de inibição de 

macromoléculas patogênicas. Uma forma pela qual as proteínas estão associadas à parede 

celular é através de âncoras-GPI. As proteínas GPI-ancoradas foram reportadas em diversos 

microrganismos patogênicos como imunogênicas, imunoprotetoras e como importantes 

fatores de virulência. 

A extremidade carboxila hidrofóbica de β-1,3-glicanosiltransferase é característica de 

proteínas GPI-ancoradas. Esta enzima participa do remodelamento de novos polímeros de β-

1,3-glicana na parede celular de fungos, tanto filamentosos quanto leveduriformes. Vários 

estudos de mutação gênica em diferentes organismos demonstraram a função essencial dessas 

enzimas na morfogênese, no crescimento e na virulência fúngicos. Além disso, recentemente, 

foi demonstrado o papel dessa enzima no silenciamento transcricional e sugeriu-se uma nova 

localização dessa proteína na periferia nuclear. 

Na célula, as proteínas participam de uma extensa rede de interações intermoleculares. 

Essas interações são dinâmicas e dependentes de uma série de sinais intra ou extracelulares. 

Um passo inicial para se entender a estrutura e a função de uma proteína é determinar com 

quais outras proteínas ela interage, o que permite estabelecer as vias metabólicas relevantes 

das quais a molécula alvo participa.   

Dessa forma, o estudo da proteína PbGel1 e o rastreamento de suas interações 

intermoleculares permitem avaliar o papel dessa proteína no remodelamento da parede celular 

e inferir novos papéis para essa enzima e para suas proteínas ligantes.  
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IIIIII..  OObbjjeettiivvoo  

  

 O presente trabalho visa estudar possíveis interações proteína-proteína realizadas pela 

β-1,3-glicanosiltransferase 1 de Paracoccidioides brasiliensis (PbGel1p), que podem estar 

associadas à manutenção e ao remodelamento da parede celular do fungo, bem como a outros 

papéis ainda não bem estabelecidos. 

 Para isso foram traçadas as seguintes estratégias: 

• Rastrear uma biblioteca de duplo híbrido construída em S. cerevisiae em busca de 

prováveis interações intermoleculares in vivo da PbGel1p; 

• Identificar os transcritos que apresentaram interação com a proteína de interesse 

através de sequenciamento automático e análises de bioinformática; 

• Confirmar in vitro algumas interações rastreadas pela técnica de duplo híbrido 

através de coimunoprecipitação; 

• Isolar interações in vitro promovidas pela PbGel1p pela metodologia de pull-down 

de proteína fusionada à GST; 

•  Identificar as interações isoladas por pull-down através de espectrometria de 

massas.  
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IIVV..  MMaatteerriiaaiiss  ee  MMééttooddooss  

  

IIVV..11..  LLiinnhhaaggeemm  ddoo  ffuunnggoo  ee  ccoonnddiiççõõeess  ddee  ccrreesscciimmeennttoo  

Foi utilizado neste estudo a linhagem 01 (ATCC MYA-826) de P. brasiliensis. O 

fungo é mantido em nosso laboratório em meio Fava-Netto (Fava-Netto, 1955) na temperatura 

de 36 ºC para a fase de levedura e de 23 ºC para a de micélio. 

 

IIVV..22..  RRaassttrreeaammeennttoo  iinn  vviivvoo  ddee  iinntteerraaççõõeess  ddee  PPbbGGeell11pp  eemm  uummaa  bbiibblliiootteeccaa  ddee  dduupplloo  

hhííbbrriiddoo  

O rastreamento in vivo de prováveis interações da PbGel1p com outras proteínas foi 

realizado utilizando a técnica de duplo híbrido em S. cerevisiae, cepas AH109 e Y187, 

segundo as instruções do sistema comercial MatchmakerTM Library Construction & Screening 

(Clontech Laboratories, Inc.). O cDNA codificante para PbGel1p, já obtido em nosso 

laboratório (número de acesso no GenBank: DQ186601), foi ligado no vetor de expressão 

pGBKT7 (que contém gene trp1, permitindo seleção em meio mínimo sem triptofano)  em 

fase de leitura com o BD do fator transcricional de levedura GAL4. A cepa Y187 (tipo 

reprodutivo α), mutada para o gene trp1, de S. cerevisiae foi transformada com o vetor 

pGBKT7 – Pbgel1. Em paralelo, a biblioteca de cDNA de P.brasiliensis, fase de levedura, foi 

ligada no vetor de expressão pGADT7-Rec (que contém gene leu2, permitindo seleção em 

meio mínimo 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 promoção da 

diploidia, o que permitiu a transcrição dos genes repórteres ade2 e his3 que permitiram a 

seleção em meio mínimo sem adenina e sem histidina. As leveduras diplóides foram, então, 

plaqueadas em meio auxotrófico altamente seletivo (sem triptofano, leucina, adenina e 

histidina) para rastreamento das interações PbGel1p-proteínas realizadas. 

Para eliminação de falso-positivos, colônias positivas obtidas neste primeiro 

rastreamento foram transferidas para meio auxotrófico contendo 5-Bromo-4-Cloro-3-Indol-D-
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galactopiranosídeo (X-α-Gal), um substrato cromogênico. Esse ensaio monitora a ativação do 

também gene repórter mel1, que codifica para a enzima secretada α-galactosidase. Esta 

enzima hidrolisa X-α-Gal, levando à formação de um produto final azulado, o que explica a 

coloração azul das colônias abrigando interações positivas. 

 

IIVV..33..  IIddeennttiiffiiccaaççããoo  ddooss  ttrraannssccrriittooss  ccooddiiffiiccaanntteess  ppaarraa  aass  iinntteerraaççõõeess  rraassttrreeaaddaass  

Para a identificação dos cDNAs codificantes para proteínas que realizam interação 

com a PbGel1p, foram realizadas PCRs do material genômico obtido após aquecimento das 

colônias selecionadas,  utilizando oligonucleotídeos específicos (senso: 5'–CTATTCGATG 

ATGAAGATACCCCACCAAACCC–3' e antisenso: 5'–GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAG 

TATCTACGAT–3') para o vetor pGADT7-Rec, fornecidos pelo sistema comercial 

MatchmakerTM Library Construction & Screening (Clontech). Os fragmentos de DNA obtidos 

após as PCRs foram purificados utilizando o sistema comercial GFXTM PCR DNA and Gel 

Band Purification (GE Healthcare®) e, posteriormente, sequenciados baseado em metodologia 

já descrita (Sanger et al., 1977), utilizando o sistema comercial de sequenciamento automático 

DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit for MegaBACE™ (GE Healthcare®) e o sequenciador 

MegaBace 1000 DNA (GE Healthcare®).  

As sequências de DNA foram processadas utilizando-se o programa PHRED (Ewing 

& Green, 1998; Ewing et al., 1998), com os parâmetros de tamanho mínimo da sequência 

analisada e de qualidade dos nucleotídeos de 75 e 20, respectivamente. Posteriormente, as 

sequências que se enquadravam no padrão escolhido foram processadas pelos programas 

CROSSMATCH (http://www.genome.washington.edu/UWGC/analysistools/Swat.cfm) e 

CAP3 (Huang & Madan, 1999). Em seguida, foram feitas análises de identidade contra o 

banco do genoma estrutural de P. brasiliensis e contra o banco de dados público 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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IIVV..44..  CCoonnffiirrmmaaççããoo  ddaass  iinntteerraaççõõeess  ppoorr  ccooiimmuunnoopprreecciippiittaaççããoo    

 Os cDNAs codificantes para PbGel1 e para algumas das proteínas rastreadas na 

biblioteca de duplo híbrido 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 genômico liberado após 

aquecimento das colônias selecionadas, serviram como molde para a transcrição e tradução in 

vitro na presença de 35S-metionina (Perkin-Elmer, Wellesley, MA), usando um lisado de 

reticulócitos de coelho. Após incubação da reação por 90 minutos, a 30 oC, 5-10 µL de reação 

foi desnaturado a 80 oC, por 10 min, em tampão de amostra (Tris-HCl 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 solução de fixação (metanol 50%; ácido acético 10%) por 30 min, seco a 80 oC, por 

90 min, sob vácuo, e exposto a filme autoradiográfico por 36-60 horas. 

 Após a visualização dos produtos de tradução em filme autoradiográfico, as amostras 

foram submetidas a ensaios de coimunoprecipitação in vitro como descrito no sistema 

comercial Matchmarker CO-IP (Clontech Laboratories, Inc.). O inserto Pbgel1, clonado no 

vetor pGBKT7, ao ser transcrito e traduzido in vitro, resulta na proteína PbGel1 fusionada ao 

epítopo c-Myc (isca). Da mesma forma, os cDNAs  clonados em pGADT7-Rec resultam em 

proteínas fusionadas ao epítopo hemaglutinina (HA) – presas. Para confirmar a interação entre 

essas proteínas, a isca e cada uma das presas foram incubadas em um mesmo sistema por 1 h, 

a 25 oC. Após esse período, foi adicionado o anticorpo anti-c-Myc ao sistema, que foi 

incubado por mais 1 h, a 25 oC. Para precipitação da interação, foram utilizadas esferas de 

agarose recobertas por proteína A, que têm afinidade pelo anticorpo comercial utilizado. Após 

diversas lavagens, para retirada das ligações inespecíficas, o complexo protéico foi eluído por 

aquecimento a 80 oC, por 10 min, em tampão de amostra (acima citado), e as proteínas foram 

resolvidas por SDS-PAGE. O gel foi fixado e, posteriormente, incubado com 20 mL de 

reagente de amplificação fluorográfica NAMP100 Amersham Amplify Fluorographic Reagent 

(GE Healthcare®). Após 20 min, o gel foi seco e exposto a filme autoradiográfico 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 interação detectada era produto de associação entre 

a isca e a presa, e não um artefato de ligação da presa ao anticorpo anti-c-Myc. 

 

IIVV..55..  EExxpprreessssããoo  ee  ppuurriiffiiccaaççããoo  ddaa  pprrootteeíínnaa  rreeccoommbbiinnaannttee  PPbbGGeell11  

 O cDNA codificante para PbGel1p, clonado no vetor de expressão pGEX-4T-3 (GE 

Healthcare), já obtido em nosso laboratório (Castro, 2008), foi introduzido na linhagem BL21 

StarTM(DE3)pLysS (InvitrogenTM Life technologies) de Escherichia coli por choque térmico. 

50 ng do plasmídeo recombinante foi incubado com 100 µL de célula competente por 60 min, 

em gelo. Após o choque térmico (42 oC por 1 min e 0 oC por 2 min), as células foram 

recuperadas em meio Lúria-Bertani (LB) líquido (triptona 10 g, NaCl 10 g , extrato de 

levedura 5 g , água destilada (q.s.p.) 1.000 mL , pH 7,0) por 1 h, a 37 oC, sob agitação lenta 

(150 rpm). Para seleção dos transformantes, as células recuperadas foram semeadas em meio 

LB contendo 1,2% de ágar, 100 µg/mL de ampicilina, 34 µg/mL de cloranfenicol e 0,02 M de 

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

 Foram selecionadas duas colônias crescidas em meio sólido para serem inoculadas em 

meio LB líquido (contendo 100 µg/mL de ampicilina, 34 µg/mL de cloranfenicol e 0,02 M de 

glicose) e crescidas a 37 oC, por 16 h, sob agitação vigorosa (200 rpm). Foi utilizado 1% deste 

pré-inóculo para a preparação de um litro de inóculo em LB líquido (contendo 100 µg/mL de 

ampicilina, 34 µg/mL de cloranfenicol e 0,02 M de glicose), que foi incubado a 20 oC, sob 

agitação vigorosa até a densidade óptica medida a 600 nm (DO600) de 0,5. Para indução da 

síntese da proteína recombinante, foi adicionado 0,1 mM de isopropil β-D-1-

tiogalactopiranosídeo (IPTG) e a incubação de células procedeu-se por mais 16 h, a 15 oC, sob 

agitação vigorosa. O controle da indução foi realizado pela não adição de IPTG a uma 

alíquota de 5 mL do inóculo, que foi submetido às mesmas condições de incubação do 

sistema de indução. Após as 16 h de incubação, as células foram recuperadas por 

centrifugação (2.000 x g, 10 min) e ressuspensas em 50 mL de tampão fosfato-salino (PBS) 

1x (NaCl 0,14 M; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 1,8 mM; pH 7,4). Para confirmar 

a indução da síntese da proteína PbGel1 fusionada à GST, 15 µL de cada amostra (controle e 
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indução) foram submetidos a SDS-PAGE e o gel analisado após coloração por azul brilhante 

de Comassie G-250. O restante da amostra foi congelado à -20 oC.  

 As células foram lisadas por sonicação em gelo para solubilização da proteína 

recombinante. Foram utilizados 20 ciclos de sonicação de 30 segundos cada e 1 min de 

intervalo entre eles, no Desruptor de células ultrassônico (Unique Group), com microponta de 

titânio catenoidal de 4 mm de diâmetro. O lisado de células foi centrifugado a 20.000 x g, por 

10 min, para separação dos fragmentos celulares. Para confirmação da solubilização da 

PbGel1p, alíquotas do sobrenadante e do sedimento foram analisadas por SDS-PAGE e 

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

 Para purificação da proteína recombinante, foi utilizado 5 mL do sobrenadante da 

sonicação a uma concentração de 3,6 mg/mL para incubação com 166,67 µL da resina 

glutathionesepharose 4B (GE Healthcare) por 40 min, no gelo, sob agitação suave. Essa 

matriz de sefarose contendo glutationa imobilizada apresenta afinidade pela proteína GST 

expressa fusionada à proteína recombinante de interesse. A resina foi lavada 30 vezes com 

PBS 1x a 37 oC, para retirada das ligações inespecíficas, e ressuspensa em 83 µL deste mesmo 

tampão. 

 Para fins de controle experimental do pull-down, os mesmos procedimentos, em 

menor escala, foram realizados com o vetor pGEX-4T-3 para expressão apenas da proteína 

GST. Desta maneira, foi induzido 400 mL de inóculo de células transformadas com o 

plasmídeo pGEX-4T-3. As células foram lisadas por 15 ciclos de sonicação e 1,2 mL do 

sobrenadante deste procedimento, a uma concentração de 3,6 mg/mL, foi incubado com 40 

µL de resina. Após 40 min, no gelo, sob agitação suave, a resina foi lavada cinco vezes com 

PBS 1x a 37 oC e ressuspensa em 1 mL deste tampão.    

 Alíquotas de 10 µL de ambas as resinas purificadas foram analisadas por SDS-PAGE 

e coloração por azul brilhante de Comassie G-250. 
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IIVV..66..  OObbtteennççããoo  ddoo  eexxttrraattoo  cceelluullaarr  ddee  lleevveedduurraass  ddee  PP..  bbrraassiilliieennssiiss  

 Células leveduriformes de P. brasiliensis congeladas com nitrogênio líquido 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 tampão Tris-cálcio 

(Tris-HCl 20 mM, pH 8,8; CaCl2 2 mM) com 1% de inibidor de proteases (Protease Inhibitor 

mix 100x, Amersham) e pérolas de vidro. Após agitação por 30 min, a 4 oC, 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 padrão. 

 

IIVV..77..  IIssoollaammeennttoo  ddee  iinntteerraaççõõeess  iinn  vviittrroo  ddaa  PPbbGGeell11pp  ppoorr  ppuullll--ddoowwnn  ddee  pprrootteeíínnaa  ffuussiioonnaaddaa  

àà  GGSSTT  

 Inicialmente, 6 mg do extrato protéico clarificado foi incubado com 10 µL da resina 

ligada somente à GST por 2 h, a 4 oC, sob agitação suave. O sistema foi centrifugado a 200 x 

g por 5 min. O sobrenadante, livre das ligações inespecíficas com a GST, foi incubado com 50 

µL da resina ligada à proteína de fusão PbGel1 por 3 h, a 4 oC, sob agitação suave. Ambas as 

resinas foram lavadas quatro vezes com PBS 1x gelado e ressuspendidas em 20 µL de tampão 

de amostra. Após eluição do complexo protéico ligado às resinas por aquecimento a 80 oC por 

10 min, as amostras foram submetidas a SDS-PAGE, juntamente com alíquotas das resinas 

não submetidas ao pull-down, como controle. O gel foi corado com PhastGelTM Blue R (GE 

Healthcare) e as proteínas exclusivas da amostra obtida após o pull-down com a proteína de 

fusão PbGel1 foram selecionadas e retiradas do gel para identificação por espectrometria de 

massas (MS). 

 

IIVV..88..  PPrrootteeóólliissee  ee  iiddeennttiiffiiccaaççããoo  ddooss  ppeeppttííddeeooss  ppoorr  eessppeeccttrroommeettrriiaa  ddee  mmaassssaass  

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

foram lavadas com água ultrapura e incubadas em acetonitrila por 5 min. O solvente foi seco 
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sob vácuo e as amostras foram agitadas rapidamente em 25 mM de bicarbonato de amônio 

(NH4HCO3) contendo 10 mM de DTT e mantidas a 56 oC por 60 min para redução das pontes 

dissulfeto. O sobrenadante foi removido e substituído por 55 mM de iodocetamida em 25 mM 

de NH4HCO3 para alquilação dos resíduos de cisteína. Após 45 min de incubação ao abrigo 

da luz, a 25 oC, o sobrenadante foi retirado e foi adicionada uma solução de 25 mM de 

NH4HCO3. Após 10 min de agitação, a solução foi substituída por outra de 50% de 

acetonitrila em 25 mM de NH4HCO3 e a agitação procedeu-se por mais 5 min. Esta lavagem 

foi repetida e o líquido foi seco sob vácuo. Os fragmentos de gel foram reidratados com 

tripsina (Promega, Madison, WI) a 10 ng/µL, no gelo, por 10 min. O excesso da protease foi 

retirado e foi adicionado o tampão bicarbonato para incubação das amostras por 16 h, a 37 oC.  

Os peptídeos resultantes da digestão tríptica foram extraídos dos fragmentos do gel 

pela adição de uma solução 50% acetonitrila, 5% ácido trifluoroacético (TFA), agitação por 

10 min e três ciclos de 1 min de sonicação em gelo, utilizando o aparelho Sonopuls HD2200 

com macroponta de titânio de 10 mm de diâmetro (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 vácuo e os fragmentos peptídicos resultantes foram 

ressuspensos em 5 µL de água ultrapura. 2 µL das amostras foram analisadas em um 

espectrômetro de massas MALDI-Synapt MSTM (Waters-Micromass, Manchester, UK). A lista 

de massas dos peptídeos obtidos de cada espectro foi verificada usando a ferramenta online 

MASCOT (http://www.matrixscience.com), com os seguintes parâmetros: banco de dados 

NCBInr; taxonomia Fungos ou todas as entradas; enzima tripsina com 0-1 clivagem perdida; 

modificação fixa carbamidometilação da cisteína; modificação variável oxidação da 

metionina; tolerância do peptídeo, em média, 50-100 ppm; score > 71 para Fungos e > 83 

para todas as entradas.    
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VV..  RReessuullttaaddooss  

 

VV..11..  DDeetteeccççããoo  iinn  vviivvoo  ddee  ppoossssíívveeiiss  pprrootteeíínnaass  lliiggaanntteess  aa  PPbbGGeell11pp  

A linhagem Y187 de S. cerevisiae, abrigando a isca PbGel1p 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 fusão com o AD desse mesmo fator 

transcricional, foram  colocadas em um mesmo sistema para a promoção da diploidia. O fator 

de transcrição GAL4 somente é funcional se os seus dois domínios, o de ligação e o de 

ativação, estiverem interagindo fisicamente. Pela técnica de duplo híbrido, isso só é possível 

se ambos os plasmídeos, o da isca e o da presa, estiverem presentes na linhagem diplóide e se 

as proteínas codificadas por esses vetores estiverem interagindo, o que aproxima os dois 

domínios do fator transcricional, permitindo a ativação de genes repórteres regulados por 

GAL4. Após a seleção dos diplóides em meio auxotrófico altamente seletivo, foram obtidos e 

sequenciados mais de 150 clones, em busca de possíveis proteínas que interagem com 

PbGel1p. Após análises de bioinformática, foram rejeitadas 16 sequências por tamanho e 13 

por qualidade, resultando em 13 contigs e 25 singlets, que foram analisados contra bancos de 

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

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

 
Tabela 1. Produtos gênicos identificados no rastreamento pela técnica de duplo híbrido, que 
possivelmente interagem com Gel1p de P. brasiliensis  
 

Produto gênico Organismo/ 
número de acessoa Valor e Redundância Função clássicab 

Componente da subunidade 
beta da piruvato desidrogenase 

E1 

P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_01534.1  0.0 2 

Conversão do 
piruvato a acetil-

CoA e CO2 

Farnesiltransferase, subunidade 
alfa 

P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_00717.1  2e-30 1 Modificação pós-

traducional 

Fator 3 de iniciação da tradução 
em eucariotos, subunidade B 

P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_06084.1  0.0 1 Síntese de 

proteínas 
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Produto gênico Organismo/ 
número de acessoa Valor e Redundância Função clássicab 

Fator de alongamento 
transcricional spt6 

P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_06021.1  0.0 1 Regulação da 

transcrição 

Fator transcricional B da RNA 
polimerase II, subunidade 2 

P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_06332.1  3e-26 1 Regulação da 

transcrição 

Fator transcricional RfeF Uncinocarpus reesii / 
XP_002543789   2e-23 1 Regulação da 

transcrição 

Glicina desidrogenase P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_01568.1  0.0 3 Catabolismo de 

glicina 

Permease de α-glicosídeos 
MPH2/3 

P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_03768.1  0.0 1 Transporte de α-

glicosídeos   

Piruvato quinase P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_06380.1  0.0 1 

Glicólise, conversão 
de piruvato a 

fosfoenolpiruvato 

Proteína bifuncional da 
biossíntese de arginina, ArgJ 

P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_07327.1  0.0 2 Biossíntese de 

arginina 

Proteína contendo domínio 
sulfatase 

P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_06408.1 1e-28 1 Metabolismo 

Proteína da família GDSL 
Lipase/Acilhidrolase 

P. brasiliensis Pb18/ 
PADG_05353.1  7e-25 2 Metabolismo de 

lipídeo 

Proteína de choque térmico 
(HSP90) 

P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_05679.1 6e-20 4 Chaperona 

Proteína de controle da divisão 
celular (septina) 

P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_00182.1  7e-31 1 Citocinese 

Proteína de silenciamento 
gênico e RNA de interferência 

(Qde2) 

P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_03231.1  1e-34 3 Ligante de ácidos 

nucléicos 

Putativa fosfatase ácida P. marneffei/ 
XP_002150342 2e-23 1 Hidrolase 

Timina dioxigenase P. brasiliensis Pb03/ 
PABG_00548.1 0.0 3 Atividade 

oxidorredutase 

Tubulina, cadeia alfa-1 P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_01647.1  0.0 2 Integrante do 

citoesqueleto 

Proteína hipotética conservada P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_02133.1  2e-34 3 Desconhecida 

Proteína hipotética conservada P. brasiliensis Pb18/ 
PADG_08533.1 3e-07 68 Desconhecida 
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a: os números de acesso contendo os códigos PAAG, PABG e PADG referem-se ao Banco do Genoma estrutural 
de P. brasiliensis (http://www.broadinstitute.org/) e aqueles que contêm o código XP referem-se ao GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/);  
b: função definida com base nas informações contidas no banco de dados UniProt (http://www.uniprot.org/); 
*: não foi encontrada identidade nos bancos de dados utilizados. 

Produto gênico Organismo/ 
número de acessoa Valor e Redundância Função clássicab 

Proteína hipotética conservada P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_08978.1  3e-29 1 Desconhecida 

Proteína hipotética conservada P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_04059.1     5e-25 1 Desconhecida 

Proteína hipotética conservada P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_07893.1     5e-32 1 Desconhecida 

Proteína hipotética conservada P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_00276.1   0.0 1 Desconhecida 

Proteína hipotética conservada P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_01477.1   0.0 1 Desconhecida 

Proteína hipotética conservada P. brasiliensis Pb03/ 
PABG_01048.1 1e-45 1 Desconhecida 

Proteína predita P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_00937.1 3e-33 1 Desconhecida 

Proteína predita P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_00876.1 1e-17 1 Desconhecida 

Proteína predita P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_06376.1 0.0 1 Desconhecida 

Proteína predita P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_08744.1 3e-44 1 Desconhecida 

Proteína hipotética* -- -- 2 Predita 

Proteína hipotética* -- -- 3 Predita 

Proteína hipotética* -- -- 2 Predita 

Proteína hipotética* -- -- 1 Predita 

Proteína hipotética* -- -- 1 Predita 

Proteína hipotética* -- -- 1 Predita 

Proteína hipotética* -- -- 1 Predita 

Proteína hipotética* -- -- 1 Predita 



Análises in vivo e in vitro de interações intermoleculares da Beta-1,3-glicanosiltransferase 1 de Paracoccidioides brasiliensis 
Elisa Flávia Luiz Cardoso Bailão 

 

54 

 

VV..22..  EExxcclluussããoo  ddee  cclloonneess  ffaallssoo--ppoossiittiivvooss  bbaasseeaaddoo  nnaa  aattiivvaaççããoo  ttrraannssccrriicciioonnaall  ddoo  ggeennee  

rreeppóórrtteerr  mmeell11  

 Alguns dos clones de cDNA sequenciados foram plaqueados em meio auxotrófico 

altamente seletivo contendo X-α-Gal para observação da ativação transcricional do gene 

repórter mel1 de S. cerevisiae, um gene GAL4-regulado, codificante para a enzima alfa-

galactosidase. Todos os 25 clones selecionados apresentaram ativação do gene repórter mel1, 

apresentando-se azuis (Figura 6) e confirmando que houve interação entre a PbGel1p e os 

produtos gênicos listados na Tabela 2.   

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Colônias positivas selecionadas em meio com X-α-Gal, um substrato cromogênico. Esse ensaio 
monitora a ativação do gene repórter mel1, que codifica para a enzima secretada α-galactosidase. Esta enzima 
hidrolisa X-α-Gal, levando à formação de um produto final azulado, o que explica a coloração azul das colônias 
abrigando interações positivas.  

 
 
Tabela 2. Produtos gênicos identificados no rastreamento da biblioteca de duplo híbrido e 
confirmadas por ativação do gene repórter mel1, que possivelmente interagem com PbGel1p 
 

 

Clones de cDNA 
(Colônias da Figura 6) Produto gênico Organismo/ 

número de acesso Valor e 

1 e 2* Glicina desidrogenase P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_01568.1  

0.0 

3-5 Proteína de choque térmico (HSP90) P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_05679.1  

6e-20 

6* Proteína de silenciamento gênico e 
RNA de interferência (Qde2) 

P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_03231.1  

1e-34 
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*: interações confirmadas por coimunoprecipitação  

  

VV..33..  CCoonnffiirrmmaaççããoo  ddee  iinntteerraaççõõeess  ppoorr  ccooiimmuunnoopprreecciippiittaaççããoo  

Clones de cDNA 
(Colônias da Figura 6) Produto gênico Organismo/ 

número de acesso Valor e 

7 Fator transcricional RfeF Uncinocarpus reesii / 
XP_002543789   2e-23 

8 e 14 Proteína hipotética conservada  P. brasiliensis Pb18/ 
PADG_08533.1  

1e-06 

9-11 Timina dioxigenase P. brasiliensis Pb03/ 
PABG_00548.1 

0.0 

12 e 13* Componente da subunidade beta da 
piruvato desidrogenase E1 

P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_01534.1  

0.0 

15* Permease de α-glicosídeos MPH2/3 P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_03768.1  

0.0 

16* Piruvato quinase P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_06380.1  

0.0 

17 Proteína hipotética conservada P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_07893.1     

5e-32 

18* Fator de alongamento transcricional 
spt6 

P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_06021.1  

0.0 

19 Tubulina, cadeia alfa-1 P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_01647.1  

0.0 

20 Proteína hipotética P. brasiliensis Pb03/ 
PABG_01048.1 

1e-45 

21* Putativa fosfatase ácida  P. marneffei/ 
XP_002150342 

2e-23 

22* Proteína da família GDSL 
Lipase/Acilhidrolase 

P. brasiliensis Pb18/ 
PADG_05353.1  7e-25 

23 Proteína hipotética conservada  P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_04059.1      

5e-25 

24 Fator 3 de iniciação da tradução em 
eucariotos, subunidade B 

P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_06084.1  

0.0 

25* Farnesiltransferase, subunidade alfa P. brasiliensis Pb01/ 
PAAG_00717.1  

2e-30 
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 Para confirmação de algumas interações rastreadas pela técnica de duplo híbrido foi 

realizada a coimunoprecipitação in vitro. Foram escolhidas nove interações para validação da 

técnica in vivo utilizada, todas elas foram confirmadas pelo ensaio de degradação de X-α-Gal 

(clones marcados com um asterisco na Tabela 2). Esses clones foram escolhidos com base na 

anotação dos produtos gênicos que interagiram com PbGel1p. Proteínas de diferentes vias 

foram selecionadas para elucidar possíveis funções ainda desconhecidas que possam ser 

atribuídas a esta glicanosiltransferase. Os produtos gênicos selecionados foram: glicina 

desidrogenase, proteína de silenciamento gênico e RNA de interferência (Qde2), piruvato 

desidrogenase, permease de α-glicosídeos Mph2/3, piruvato quinase, fator de alongamento 

transcricional spt6, fosfatase ácida, proteína da família GDSL e farnesiltransferase. 

 Antes da coimunoprecipitação, as proteínas pesquisadas foram transcritas e traduzidas 

in vitro na presença de 35S-metionina, o que possibilita análise por autoradiografia (Figura 7). 

Os tamanhos dos peptídeos obtidos nesta etapa foram de: 55 kDa para PbGel1 (isca), 32 kDa 

para piruvato desidrogenase, 21 kDa para permease de α-glicosídeos Mph2/3, 41 kDa para 

fosfatase ácida, 19 kDa para proteína da família GDSL, 27 kDa para farnesiltransferase, 26 

kDa para glicina desidrogenase, 17 kDa para proteína de silenciamento gênico e RNA de 

interferência (Qde2), 21 kDa para piruvato quinase e 25 kDa para fator de alongamento 

transcricional spt6.   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. PbGel1p e proteínas rastreadas sintetizadas in vitro na presença de 35S-metionina. Os géis foram 
expostos a filme autoradiográfico por 36-60 h. 1: a isca, PbGel1p, com o epítopo c-Myc. 2 a 10: as presas com o 
epítopo HA (2: piruvato desidrogenase; 3: permease de α-glicosídeos Mph2/3; 4: fosfatase ácida; 5: proteína da 
família GDSL; 6: farnesiltransferase; 7: glicina desidrogenase; 8: proteína de silenciamento gênico e RNA de 
interferência (Qde2); 9: piruvato quinase e 10: fator de alongamento transcricional spt6. 
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Neste processo, a isca foi sintetizada fusionada ao epítopo c-Myc e as presas ao 

epítopo HA. Após incubação em um mesmo sistema, a isca e a presa interagiram e foram 

coimunoprecipitadas com o anticorpo comercial anti-cMyc (Figura 8). Como as 

coimunoprecipitações foram bem sucedidas, os dados obtidos no rastreamento do duplo 

híbrido puderam ser validados.   

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Confirmação de algumas das interações rastreadas na biblioteca de duplo híbrido por 
coimunoprecipitação. Após a transcrição e tradução in vitro, a isca e as presas foram imunoprecipitadas usando o 
anticorpo contra o epítopo c-Myc. Após resolução dessas interações por SDS-PAGE, os géis foram expostos a 
filme autoradiográfico por 10-60 dias. 1: PbGel1p + piruvato desidrogenase; 2: PbGel1p + permease de α-
glicosídeos Mph2/3; 3: PbGel1p + fosfatase ácida; 4: PbGel1p + proteína da família GDSL; 5: PbGel1p + 
farnesiltransferase; 6: PbGel1p + glicina desidrogenase; 7: PbGel1p + proteína de silenciamento gênico e RNA 
de interferência (Qde2); 8: PbGel1p + piruvato quinase; 9: PbGel1p + fator de alongamento transcricional spt6. 
Os números à esquerda representam os tamanhos referentes ao marcador de massa molecular utilizado e os 
números à direita representam os tamanhos das proteínas obtidas neste ensaio. 
Os controles negativos foram realizados. 
  

VV..44..  IInntteerraaççõõeess  PPbbGGeell11pp--pprrootteeíínnaass  iissoollaaddaass  aattrraavvééss  ddee  eennssaaiioo  ddee  ppuullll--ddoowwnn  

Em busca de outras proteínas que pudessem interagir com a PbGel1p, que não 

tivessem sido isoladas pela metodologia de duplo híbrido, foi realizado ensaio de pull-down 

com a PbGel1p fusionada à GST, seguido de identificação por MS. Para isso, inicialmente, a 

proteína recombinante PbGel1 foi expressa fusionada à GST e, posteriormente, purificada por 

uma resina de afinidade. Da mesma maneira, foi purificada a proteína GST não fusionada 

para ser utilizada como controle nos ensaios de pull-down (Figura 9A). A massa predita para 
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a proteína híbrida é de 73 kDa (47 kDa para PbGel1p e 26 kDa para GST), correspondente à 

proteína 01, de 71 kDa da Figura 9A. Para confirmar esse dado teórico, as proteínas 01, 03 e 

04 (as duas últimas próximas à massa teórica da proteína adjuvante na purificação, 23 kDa e 

22 kDa, respectivamente) foram submetidas à proteólise e à identificação por MS. Além 

disso, a proteína 02, de 62 kDa, foi submetida aos mesmos procedimentos. Os dados de 

identificação proteômica estão compilados na Tabela 3.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Determinação de interações in vitro entre a PbGel1p e proteínas do extrato total de células 
leveduriformes de P. brasiliensis. (A) Purificação das proteínas PbGel1p recombinante (canaleta 1) e GST 
(canaleta 2) por resina de afinidade. As proteínas numeradas, visualizadas após purificação da proteína 
recombinante, foram retiradas do gel e identificadas por MS (Tabela 3).  (B) Após purificação das proteínas, a 
GST foi incubada com o extrato total de P. brasiliensis para remoção de proteínas ligantes inespecíficas 
(canaleta 1). O sobrenadante desse pull-down controle foi incubado com a proteína de fusão PbGel1p-GST 
purificada. O complexo protéico resultante dessa interação foi resolvido por SDS-PAGE (canaleta 2). As 
proteínas numeradas, exclusivas do pull-down teste, foram retiradas do gel e identificadas por MS (Tabela 3). M: 
marcador de massa molecular.    
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Após análise dos resultados, verificou-se que a proteína de 62 kDa, identificada como 

GroEL, uma chaperonina de 57 kDa de E. coli, é frequentemente copurificada com as 

proteínas fusionadas à GST (Ellis & van der Vies, 1991). Constatou-se também que a proteína 

01 correspondia à PbGel1p e que a 03 e a 04 correspondiam à GST, talvez a última indicando 

uma tradução incompleta. A purificação da GST não fusionada apresentou-se bastante 

eficiente, como esperado (canaleta 2, Figura 9A). 

Após purificação das proteínas, a resina ligada à GST não fusionada foi incubada com 

o extrato total de células leveduriformes de P. brasiliensis para retirada de ligações 

inespecíficas, que ocorrem apenas pela presença da GST. O sobrenadante desse pull-down 

controle foi removido e incubado com a resina ligada à proteína PbGel1 recombinante, 

permitindo interações específicas entre proteínas de P. brasiliensis e a PbGel1p. Os 

complexos protéicos formados durante a incubação com as resinas foram precipitados após 

centrifugação e resolvidos por SDS-PAGE unidimensional (Figura 9B) para seleção das 

proteínas exclusivas do pull-down teste (canaleta 2, Figura 9B). As proteínas 01 de 74 kDa, 

02 de 43 kDa e 03 de 41 kDa foram retiradas do gel e identificadas por MS (Tabela 3). Estas 

proteínas foram identificadas como ATP-citrato sintase, actina e isocitrato desidrogenase, 

respectivamente.  

 

Tabela 3. Proteínas identificadas por espectrometria de massas  

Número da 
proteína 

(Figura 9) 

Proteína 
identificada 

Origem/ 
número de 

acesso 
Score Cobertura 

Número de 
peptídeos 

encontrados 

Massa 
teórica 
(kDa) 

Massa 
calculada 

(kDa) 

01A Gel1 P. brasiliensis/ 
gi|94983887 74* 30% 10 48,70 70,76** 

02A GroEL E. coli/ 
gi|38492782 148 57% 22 55,30 62,44 

03A Glutationa S-
transferase 

Vetor de 
clonagem/ 
gi|595734 

96 47% 14 28,24 22,97 

04A Glutationa S-
transferase 

Vetor de 
clonagem/ 

gi|115600335 
112 52% 15 29,15 21,63 
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Número da 
proteína 

(Figura 9) 

Proteína 
identificada 

Origem/ 
número de 

acesso 
Score Cobertura 

Número de 
peptídeos 

encontrados 

Massa 
teórica 
(kDa) 

Massa 
calculada 

(kDa) 

01B 
ATP-citrato 

sintase, 
subunidade 1 

P. brasiliensis 
Pb01/ 

gi|226278535 
72* 38% 25 72,41 73,72 

02B Actina P. brasiliensis/ 
gi|38261088 88* 55% 14 41,83 42,74 

03B 
Isocitrato 

desidrogenase, 
subunidade 1 

P. brasiliensis 
Pb01/ 

gi|226282369 
82* 54% 24 42,49 40,72 

*: score correspondente à Taxonomia Fungos 
**: massa calculada referente à proteína fusionada à GST 
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VVII..  DDiissccuussssããoo  

  

Determinar as funções de uma proteína é um dos grandes desafios da era pós-

genômica. A disponibilidade de todas as sequências do genoma de P. brasiliensis e de várias 

estratégias para rastreamento de interações proteína-proteína (PPIs) permite sugerir funções 

de uma proteína a partir da identificação de suas ligantes. Recentemente função e localização 

novas estão sendo estabelecidas para as glicanosiltransferases (Koch & Pillus, 2009), o que 

desperta o interesse no estudo das interações promovidas pela PbGel1, permitindo a dedução 

de funções para esta proteína. O estudo de PPIs possibilita a obtenção de dados complexos, 

que compõem uma rede virtual de interações dentro de uma célula. 

Algumas proteínas desempenham diferentes funções quando localizadas em diferentes 

compartimentos celulares, outras têm função dependente do complexo multiprotéico do qual 

fazem parte. Essas proteínas são denominadas de moonlighting, termo que se refere a uma 

única cadeia polipeptídica capaz de desempenhar diferentes funções, o que não inclui 

proteínas com a mesma função em localizações múltiplas. Se uma proteína interage com 

múltiplas proteínas envolvidas em diferentes vias celulares, isso sugere que essa 

macromolécula seja uma moonlighting (Jeffery, 2005). Porém, apesar de várias proteínas 

classicamente reportadas a certos compartimentos celulares estarem sendo encontradas em 

outros locais da célula, não se conhece as funções desempenhadas por muitas delas, o que não 

nos permite afirmar quais proteínas são verdadeiramente moonlighting.  

Dessa forma, a classificação mais utilizada para o estudo de proteínas de superfície é: 

clássicas e atípicas. As proteínas clássicas são caracterizadas pela presença de um ou mais dos 

seguintes sinais: peptídeo sinal predito, sítios de glicosilação potenciais, marcação para a 

adição de âncora GPI ou repetições internas. Em contrapartida, as proteínas atípicas não 

possuem nenhuma dessas características, devendo atingir a superfície celular pela existência 

de um peptídeo sinal não-clássico ou através de uma via secretória alternativa. Estas 

macromoléculas são, provavelmente, retidas na superfície celular por ligações não covalentes 

e já 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 vesículas de H. capsulatum e Cryptococcus neoformans 

revelaram uma composição protéica complexa dessas estruturas, incluindo chaperonas, 

proteínas mitocondriais, nucleares, citoplasmáticas e de membrana. Essas moléculas são 

relacionadas tanto à virulência e à resposta ao estresse, quanto à fisiologia fúngica e à 

arquitetura da parede celular (Albuquerque et al., 2008; Rodrigues et al., 2008). Entre essas 

proteínas foi identificada uma β-1,3-glicanosiltransferase, indicando que essa enzima pode 

estar localizada não só na membrana e parede celulares, como também em sua periferia 

(Albuquerque et al., 2008). Sugere-se que a presença de proteínas citoplasmáticas no interior 

dessas vesículas seja um evento aleatório devido à evaginação de parte do citoplasma 

(Rodrigues et al., 2008), porém não se pode excluir a idéia de que algumas proteínas 

alcancem essas vesículas pela interação com moléculas destinadas a essas estruturas.  

Em proteomas de membrana plasmática de fungos foram identificadas várias proteínas 

citosólicas já conhecidas como atípicas de parede celular. Dessa maneira, sugere-se que essas 

moléculas localizam-se temporariamente na membrana até serem direcionadas para a parede. 

Uma forte hipótese é que elas apresentam-se na membrana plasmática devido a interações 

com proteínas classicamente localizadas nesta estrutura. Outra possibilidade é que essas 

moléculas possuam localizações múltiplas ou, ainda, que sejam proteínas moonlighting 

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

No presente trabalho, foram rastreadas algumas proteínas classicamente descritas 

como localizadas na superfície celular (considerando-se do córtex citoplasmático até a 

periferia celular): permease de α-glicosídeos Mph2/3 (Day et al., 2002a), fosfatase ácida 

(Bernard et al., 2002), proteína da família GDSL (Arpigny & Jaeger, 1999), septina (Longtine 

& Bi, 2003) e actina (Mulholland et al., 1994). Muitas outras proteínas detectadas já foram 

descritas como proteínas atípicas de superfície celular e/ou foram identificadas no interior de 

vesículas: 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), proteínas 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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iniciação da tradução (Rodrigues et al., 2008; Albuquerque et al., 2008), ATP-citrato sintase e 

glicina desidrogenase (Albuquerque et al., 2008). 

Algumas das interações identificadas neste trabalho reforçam que a PbGel1p, como 

outras glicanosiltransferases (Castro et al., 2009; Mouyna et al., 2000a), está presente na 

parede celular do fungo, participando da manutenção e do remodelamento dessa estrutura. 

Dentre elas estão as interações entre a PbGel1p e as seguintes moléculas: permease de α-

glicosídeos, fosfatase ácida, lipase da família GDSL, septina, actina, tubulina, HSP90 e 

piruvato quinase.      

A família maltose permease de S. cerevisiae é composta por cinco permeases, que 

incluem duas maltose permeases, Mal31p e Mal61p e três permeases de α-glicosídeos, Agt1p, 

Mph2p e Mph3p. Estes dois últimos transportadores possuem sequência gênica idêntica e 

apresentam 75% de identidade com mal31 e mal61 e 53% de identidade com agt1 (Day et al., 

2002a). Mph2/3p tem como substratos maltose, maltotriose, α-metilglicosídeo e turanose, 

sendo considerada um elo entre as maltose permeases e permeases mais gerais de α-

glicosídeos (Day et al., 2002b). As maltose permeases transportam maltose através da 

membrana plasmática por próton simporte, sendo que um transporte eficiente requer um 

gradiente de prótons intacto através dessa estrutura celular (Houghton-Larsen & Brandt, 

2006). A parede celular parece ter um profundo efeito sobre o fluxo de íons extracelulares, 

servindo como um ponto de ligação de prótons, principalmente Ca+2 (Holdaway-Clarke & 

Hepler, 2003). Dessa forma, o remodelamento da parede celular promovido pela PbGel1p 

pode ser importante para o fluxo iônico normal através da membrana plasmática e, assim, 

para o transporte de maltose realizado pela Mph2/3p, o que justificaria a interação rastreada 

entre essas duas proteínas na biblioteca de duplo híbrido e confirmada por 

coimunoprecipitação.     

As fosfatases ácidas de fungos, de um modo geral, possuem pH ótimo ácido, são 

altamente glicosiladas e são reprimidas por concentrações altas de fosfato inorgânico no meio 

extracelular (Bernard et al., 2002). Já foi reportada a presença de fosfatase ácida na superfície 

de células fúngicas, tanto como proteína GPI ancorada (Bernard et al., 2002; Yoda et al., 

2000), quanto como proteína secretada associada fortemente à parede celular (Kneipp et al., 

2004; Kneipp et al., 2003; Linnemans et al., 1977; Chattaway et al., 1974). As funções 
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específicas dessa enzima na superfície celular ainda não são conhecidas, mas acredita-se que a 

fosfatase ácida regule a atividade de enzimas que participam da biossíntese 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 ácido (Kneipp et al., 2004). Esses dados sugerem que a fosfatase ácida em P. 

brasiliensis contribua para a regulação da atividade e manutenção do pH ótimo das enzimas 

envolvidas na biossíntese e a organização dos polímeros da parede celular, o que corroboraria 

o fato de ter sido rastreada a interação PbGel1p-fosfatase ácida em biblioteca de duplo 

híbrido, dado posteriormente confirmado por coimunoprecipitação.   

As lipases pertencentes à família GDSL possuem um motivo aminoterminal Glicina-

Asparagina-Serina-Leucina (GDSL) e cinco blocos conservados, contendo a tríade Serina-

Asparagina-Histidina (Upton & Buckley, 1995). As lipases GDSL são enzimas hidrolíticas 

encontradas em procariotos e em eucariotos, com propriedades multifuncionais, podendo 

apresentar atividade tioesterase, protease, arilesterase e fosfolipase. Sabe-se que, em plantas, 

essas enzimas estão envolvidas com a degradação de polissacarídeos complexos, inclusive 

daqueles presentes na parede celular (Akoh et al., 2004). Em microrganismos, as lipases 

GDSL são reportadas à periferia celular (Arpigny & Jaeger, 1999), porém sua função 

fisiológica não está totalmente elucidada. De maneira geral, as lipases podem servir como 

fatores de sobrevivência pela liberação de ácidos graxos, que diminuem o pH de um 

micronicho e permitem o bom funcionamento de outras enzimas (Stehr et al., 2003). Dessa 

forma, a interação PbGel1p-lipase GDSL, rastreada na biblioteca de duplo híbrido e 

confirmada por coimunoprecipitação, poderia estar ocorrendo para a promoção do 

remodelamento da parede celular deste microrganismo, tanto pela atuação conjunta dessas 

duas enzimas, como pela  regulação do pH local para o bom funcionamento da PbGel1p.      

As septinas são elementos do citoesqueleto conservados em todos os eucariotos 

estudados, com exceção de plantas. Essas proteínas agregam-se formando filamentos que se 

localizam logo abaixo da membrana plasmática, ancorando-se a ela de forma ainda 

desconhecida (Casamayor & Snyder, 2003; Longtine & Bi, 2003). Foi demonstrado que as 

septinas compõem uma família de proteínas ligantes de GTP, que atuam como suportes 

dinâmicos e regulados para recrutamento de outras proteínas (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 várias proteínas envolvidas em 

diversos processos celulares, como seleção do sítio de brotamento, deposição de quitina, 

posicionamento do fuso mitótico, crescimento polarizado, citocinese, ponto de checagem 

morfogenético, e formação de barreira de difusão para compartimentalização de membrana 

celular. Além disso, as septinas são envolvidas no controle do ciclo celular e na coordenação 

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 plasmática e na formação e manutenção dos domínios de membrana, com 

diferentes composições e propriedades, seria aceitável sugerir que essa proteína estaria 

interagindo com a PbGel1p, como rastreado na biblioteca de duplo híbrido, para permitir a 

correta localização da glicanosiltransferase nos pontos de reconstrução da parede celular.    

Em fungos, a actina é importante para o transporte polarizado de vesículas secretórias, 

de mRNA e de organelas, para a endocitose e serve para guiar a orientação do fuso mitótico 

(Pruyne & Bretscher, 2000). O citoesqueleto de actina consiste de três estruturas principais: 

fragmentos, cabos e anéis (Banuett et al., 2008; La Carbona et al., 2006). Os fragmentos de 

actina estão localizados no córtex celular em áreas de remodelamento da parede celular e 

estão associados com a membrana plasmática em um local de invaginação digitiforme 

(Mulholland et al., 1994). Os fragmentos de actina parecem funcionar na deposição da parede 

celular não só porque eles se concentram em áreas de deposição dessa estrutura, mas porque 

algumas mutações que perturbam a distribuição dos fragmentos de actina resultam em adições 

repetidas de parede celular na célula mãe, provavelmente pela despolarização da deposição de 

parede celular (Schott et al., 2002). Foi demonstrado que a β-1,3-glicana sintase concentra-se 

parcialmente nos locais em que são 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 é espessa nos locais em 

que a enzima, juntamente com a actina, está imobilizada e fina nas outras áreas. Dessa forma, 

parece que os fragmentos de actina servem para distribuir uniformemente a síntese da parede 

celular em brotamentos (Utsugi et al., 2002). Como a interação PbGel1p-actina foi detectada 

pela técnica de pull-down neste trabalho, pode-se inferir que a actina contribua também para a 

correta distribuição da Gel1p em pontos de remodelamento da parede celular de P. 

brasiliensis ou, ainda, que a PbGel1p interaja indiretamente com a actina, tendo a β-1,3-
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glicana sintase como intermediária, visto que a Gel1p tem como substrato o produto da β-1,3-

glicana sintase.  

Os microtúbulos são polímeros de heterodímeros de α- e β-tubulina com extremidades 

distintas “positiva” e “negativa”. A extremidade “negativa” está usualmente ancorada nos 

centros organizadores de microtúbulos, enquanto a extremidade “positiva” exibe crescimento 

dinâmico e capacidade de encolhimento, sendo direcionada para a extremidade celular 

(Martin, 2009; Desai & Mitchison, 1997). Esses componentes do citoesqueleto desempenham 

um importante papel na regulação da morfogênese celular, transportando para suas 

extremidades “positivas” um conjunto de fatores de polarização celular e posicionando o 

núcleo no centro da célula, o que define o sítio de divisão celular. Sugere-se que esses fatores 

de polarização, transportados pelos microtúbulos, formam um grande suporte que recruta o 

citoesqueleto de actina e organiza os domínios lipídicos de membrana na extremidade da 

célula (Martin, 2009). Esses domínios de membrana, detectados em sítios de crescimento 

polarizado, contribuem para a localização específica de algumas proteínas, dentre elas as GPI-

ancoradas e os marcadores de extremidade celular (Takeshita et al., 2008; Rajendran & 

Simons, 2005). Os mutantes para genes que codificam esses marcadores apresentam defeitos 

na determinação da extremidade celular diferentes das deformidades causadas pela 

desorganização dos domínios lipídicos de membrana, onde estão localizados esses 

marcadores. Isso indica que outras moléculas, além dos marcadores clássicos, estão 

envolvidas na determinação da extremidade celular (Fischer et al., 2008). Como a PbGel1p é 

uma proteína GPI-ancorada, que se acredita participar do remodelamento da parede celular, 

ela deve estar localizada nos domínios lipídicos de membrana, detectados em sítios de 

crescimento polarizado. Dessa forma, a PbGel1p poderia ajudar também na indicação aos 

microtúbulos da extremidade celular, para onde se direcionam esses integrantes do 

citoesqueleto, o que justificaria a interação PbGel1p-tubulina rastreada no presente trabalho, 

em biblioteca de duplo híbrido. 

Inicialmente identificadas como proteínas cuja síntese é induzida por um aumento de 

temperatura, muitas HSPs já foram descritas desempenhando funções nos processos 

relacionados ao crescimento da célula, como divisão celular, síntese de DNA, transcrição, 

tradução, enovelamento e transporte de proteínas e translocação de polipeptídeos através de 
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membranas celulares (Mager & Ferreira, 1993). Muitas delas são sintetizadas 

constitutivamente, refletindo as funções celulares importantes que elas desempenham em 

condições não estressoras (Chaffin et al., 1998). A localização celular de algumas HSPs não 

se restringe ao citoplasma, estando presentes também na superfície celular (Lopez-Ribot et 

al., 1996; Lopez-Ribot & Chaffin, 1996; Matthews et al., 1988). Como proteínas integrantes 

da parede celular de fungos, as HSPs devem desempenhar papéis na biossíntese, na secreção e 

na incorporação de outros componentes da parede celular nesta estrutura (Lopez-Ribot & 

Chaffin, 1996). A co-chaperona DnaJ, uma HSP40, já foi observada na parede celular de P. 

brasiliensis, especialmente nas regiões de brotamento (Batista et al., 2006), indicando que 

outras chaperonas possam também ter essa localização neste fungo. Dessa forma, a interação  

PbGel1p-HSP90, rastreada em biblioteca de duplo híbrido, estaria ocorrendo na parede 

celular do fungo para a promoção do remodelamento desta estrutura.      

As enzimas glicolíticas já foram extensivamente reportadas na superfície de 

microrganismos, inclusive de P. brasiliensis (Pereira et al., 2007; Barbosa et al., 2006; Pardo 

et al., 2000a). Nesse local, essas proteínas podem atuar como: receptores de moléculas da 

matriz extracelular (Pereira et al., 2007; Barbosa et al., 2006; Jong et al., 2003), antígenos 

(Pitarch et al., 1999; Martinez et al., 1998), proteínas constitutivas da parede celular 

(Fernandes et al., 1992) ou enzimas ativas (Motshwene et al., 2003; Gil-Navarro et al., 1997). 

Métodos de extração de parede celular que evitam a lise celular e a contaminação deste 

extrato com outras frações estão sendo cada vez mais aprimorados, fornecendo confiabilidade 

aos dados gerados. Utilizando um método de marcação da superfície celular com um derivado 

de biotina que não penetra a membrana plasmática, foi identificada a piruvato quinase (Urban 

et al., 2003). A piruvato quinase é uma enzima regulatória chave na glicólise que catalisa a 

transferência 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 após extração dupla com DTT/SDS e numerosas lavagens com 

tampão, indicando que essa proteína está covalentemente ligada à parede celular. Neste 

mesmo trabalho, sugeriu-se que há uma indução da síntese de piruvato quinase em resposta à 

transição da fase de levedura para a de hifa em C. albicans (Ebanks et al., 2006), como já 

havia sido sugerido em trabalho anterior (Pitarch et al., 2002). Isso pode refletir a diferença 

metabólica entre as duas morfologias: o remodelamento da parede celular durante a transição 
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para hifa pode requerer um maior gasto energético para adição de novas moléculas ou apenas 

para reestruturação das já existentes (Pitarch et al., 2002). Em ensaio de imunoreatividade 

utilizando soro de pacientes com candidose sistêmica, foram identificadas quatro proteínas 

imunogênicas 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 PbGel1p – como rastreado em biblioteca de duplo híbrido e 

confirmado por coimunoprecipitação.  

Algumas interações parecem estar envolvidas com o possível papel das 

glicanosiltransferases no silenciamento transcricional sítio-específico, como sugerido para 

ScGas1p (Koch & Pillus, 2009). De acordo com o modelo proposto, essa enzima estaria 

presente no núcleo celular e regularia a atividade de uma deacetilase de histona, envolvida na 

formação e manutenção da cromatina silenciada, pela transferência de um motivo carboidrato 

(Koch & Pillus, 2009). As proteínas identificadas no presente trabalho como ligantes a 

PbGel1p, que possivelmente contribuem para esse recém-proposto papel da 

glicanosiltransferase são: a ATP-citrato sintase, a argonauta Qde2 e o fator de alongamento 

transcricional Spt6. 

A ATP-citrato sintase é uma enzima chave tanto para a ligação do metabolismo de 

glicose à síntese de lipídeos, por catalisar a conversão de citrato a acetil-CoA citosólico; 

quanto para a continuidade do ciclo do ácido tricarboxílico (TCA), já que nessa conversão há 

a regeneração do oxaloacetato, que compõe o ciclo. O acetil-CoA citosólico é o precursor 

para a síntese endógena de ácidos graxos, colesterol e isoprenóides, além de participar de 

reações de acetilação que modificam proteínas (Hatzivassiliou et al., 2005; Srere, 1972). 

Apesar de ter sido detectada a ATP-citrato sintase no interior de vesículas do fungo H. 

capsulatum (Albuquerque et al., 2008), não foi possível estabelecer nenhuma possível função 

para a interação PbGel1p-ATP-citrato sintase, isolada por ensaio de pull-down, na superfície 

celular. Sugere-se que essa interação esteja acontecendo no núcleo da célula, pelo fato de a 

ATP-citrato sintase já ter sido identificada no núcleo de células de eucariotos superiores 

(Wellen et al., 2009). Neste mesmo estudo, o silenciamento dessa enzima diminuiu 

significativamente a acetilação das histonas H2B, H3 e H4, indicando que a enzima pode ser a 

maior fonte de acetil-CoA para a acetilação global de histonas. Sugere-se também que a 
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atividade da ATP-citrato sintase seja requerida para ligar a captação de nutrientes induzida 

por fator de crescimento e o metabolismo celular à acetilação de histonas, através da produção 

de acetil-CoA (Wellen et al., 2009). Em eucariotos, a acetilação de histonas pode neutralizar a 

carga positiva das histonas e alterar a superfície da molécula, o que diminui a interação delas 

com o DNA e recruta outras proteínas para o nucleossomo, respectivamente, permitindo o 

acesso da maquinaria de transcrição ao DNA. Portanto, a acetilação de histonas é associada 

com regiões de eucromatina e a hipoacetilação, com regiões de heterocromatina (Schneider & 

Grosschedl, 2007; Clayton et al., 2006; Rusche et al., 2003). Supõe-se que a acetilação de 

histonas seja regulada dinamicamente por diversas classes de deacetilases e acetiltransferases 

de histonas, que atuam tanto de maneira pontual, gene-específica, quanto global, afetando 

vários nucleossomos (Clayton et al., 2006; Kurdistani & Grunstein, 2003). Dessa forma, deve 

haver um mecanismo de regulação bastante complexo de todas as enzimas envolvidas neste 

processo, desde as deacetilases e as acetiltransferases até a ATP-citrato sintase e as enzimas 

regulatórias da via de silenciamento transcricional, para que alguns genes ou grupos gênicos 

sejam transcritos e outros não. Considerando a interação PbGel1p-ATP-citrato sintase isolada 

neste trabalho por pull-down, pode-se sugerir que exista um mecanismo bem complexo de 

regulação da acetilação de histonas em P. brasiliensis que envolve a PbGel1p e a ATP-citrato 

sintase. Essas proteínas poderiam estar interagindo direta ou indiretamente para permitir um 

fino balanço entre acetilação e deacetilação de histonas.  

  As proteínas argonautas fazem parte do sistema de RNA de interferência (RNAi), um 

processo de silenciamento gênico que ocorre em grande parte dos eucariotos (Fire et al., 

1998). Essas proteínas compõem o centro do complexo ribonucleoprotéico, que efetua: o 

silenciamento gênico, pela clivagem do RNA mensageiro (mRNA) alvo; a repressão 

traducional; ou modificações de cromatina (Jaronczyk et al., 2005; Hannon, 2002). A 

argonauta Qde2 foi inicialmente identificada em N. crassa, após o isolamento de mutantes 

que apresentavam defeitos no fenômeno de silenciamento gênico induzido por transgene, 

denominado de quelling (Cogoni & Macino, 1997). Homólogos de qde2 em plantas e animais 

estão relacionados com o silenciamento gênico, com a regulação do desenvolvimento e com o 

estímulo para o início da tradução (Fagard et al., 2000; Benfey, 1999; Zou et al., 1998; 

Bohmert et al., 1998). Já foi demonstrado que mutantes para os componentes da maquinaria 

de RNAi em S. pombe, dentre eles o Δago1, mutado para um gene que codifica para uma 
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proteína homóloga a Qde2, apresentam uma acúmulo anormal de transcritos complementares 

a repetições de heterocromatina centromérica e redução do silenciamento centromérico. Esses 

efeitos são acompanhados pela perda da metilação da lisina 9 da histona H3 e por danos no 

funcionamento do centrômero, que tem sua transcrição gênica aumentada (Volpe et al., 2002). 

De acordo com o modelo proposto, o que aconteceria na linhagem selvagem seria o 

reconhecimento da metilação da lisina 9 da histona H3 por uma proteína de heterocromatina 

(Chp1p), que promoveria o recrutamento de Ago1, através do complexo de iniciação do 

silenciamento transcricional mediado por RNAi (RITS), que, por sua vez, contribuiria para a 

formação da cromatina silenciada (Martienssen et al., 2005; Hansen et al., 2005). Dessa 

forma, pode-se propor que a PbGel1p participe da regulação do silenciamento transcricional 

não só dependente da acetilação de histonas (Koch & Pillus, 2009), mas também dependente 

da maquinaria de RNAi, interagindo com a Qde2 (como rastreado na biblioteca de duplo 

híbrido e confirmado por coimunoprecipitação) e regulando sua atividade.  

Inicialmente identificada, em S. cerevisiae, como um supressor de inserção de 

transposon na região promotora de um gene repórter (Winston et al., 1984), Spt6p é requerida 

para o alongamento transcricional, juntamente com Spt4 e 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 transcrição de vários genes, 

mas não 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 e o 

rearranjo local dos nucleossomos durante a transcrição (Belotserkovskaya et al., 2003; 

Orphanides et al., 1998). Spt6p possui um domínio SH2 com afinidade para peptídeos 

contendo fosfoserina, sendo importante para a interação desse fator com a RNAPII (Andrulis 

et al., 2000; Kaplan et al., 2000). A deleção genômica correspondente à porção 

carboxiterminal de Spt6, que contém o domínio SH2, resultou em uma diminuição da taxa de 

crescimento celular, aumento dos níveis da proteína Spt6 e alteração dos níveis de expressão 

de um conjunto de genes. Isso demonstra a importância desse domínio para a expressão 

gênica normal in vivo (Dengl et al., 2009). Recentemente, a deleção de spt6 em C. albicans 

resultou em crescimento desordenado da hifa (Al-Rawi et al., 2010), porém não foi letal, 

como já 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 superfície das 

hifas, por ter sido reconhecida por anticorpos humanos, porém o papel dessa proteína, quando 

localizada na superfície celular, ainda não foi elucidado. E, por isso, não foi possível 

estabelecer um possível papel para a interação PbGel1p-Spt6p,  rastreada na biblioteca de 

duplo híbrido e confirmada por coimunoprecipitação, nessa localidade. O que pode ser 

sugerido é que essa interação, no núcleo, seja importante para o silenciamento gênico 

mediado por alterações 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 interações não puderam ser elucidadas ainda pelo pouco conhecimento do 

papel das proteínas ligantes a PbGel1p, quando localizadas fora de sítios clássicos. Além 

disso, conhece-se pouco sobre outros possíveis papéis e localizações das 

glicanosiltransferases, principalmente as de P. brasiliensis. Mais estudos são requeridos para 

a elucidação da função das interações envolvendo a PbGel1p e proteínas como a piruvato 

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

O complexo piruvato desidrogenase conecta a glicólise ao ciclo do TCA, catalisando a 

reação irreversível de piruvato a acetil-CoA (Patel & Roche, 1990) e é altamente conservado 

entre procariotos e eucariotos (Miran et al., 1993; Snoep et al., 1992). Os três componentes 

catalíticos – piruvato desidrogenase E1, dihidrolipoamida acetiltransferase E2 e 

dihidrolipoamida desidrogenase E3 – juntamente com a proteína ligante Pdx1 e várias 

coenzimas, estão presentes em múltiplas cópias e são requeridos para um complexo funcional 

(Vellucci et al., 2007). Foi demonstrado em Mycoplasma pneumoniae que o componente E1, 

subunidade β, da piruvato desidrogenase, normalmente localizado na mitocôndria, encontra-

se na superfície celular, promovendo a adesão do microrganismo à fibronectina (Dallo et al., 

2002). Estudos em P. brasiliensis são necessários para elucidar o papel da piruvato 

desidrogenase quando localizada na superfície celular desse patógeno. Dessa forma, ainda 

seria precipitado estabelecer alguma função para a interação PbGel1p-piruvato desidrogenase 

rastreada na biblioteca de duplo híbrido e confirmada por coimunoprecipitação.  

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

de um carbono para a biossíntese de purinas, timidilatos, serina, metionina e N-formilmetionil 
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tRNA (Gelling et al., 2004). O catabolismo de glicina, via complexo multienzimático glicina 

desidrogenase, contribui para a geração de moléculas de um carbono (Ogur et al., 1977). Esse 

complexo é composto por quatro proteínas: P, H, T e L, sendo as três primeiras exclusivas do 

complexo glicina desidrogenase. A quarta subunidade, uma lipoamida desidrogenase, está 

presente em outros complexos multienzimáticos, dentre eles, no da piruvato desidrogenase 

(subunidade E3) (Gelling et al., 2004; Bourguignon et al., 1996; Dickinson et al., 1986). 

Apesar da redundância na biblioteca de duplo híbrido e da confirmação por 

coimunoprecipitação, a possível função para a interação entre a PbGel1p e a glicina 

desidrogenase permanece desconhecida. Mais estudos devem ser realizados para a elucidação 

dessa interação.      

As células eucarióticas possuem enzimas isocitrato desidrogenase distintas 

geneticamente, que catalisam a oxidação de isocitrato a α-cetoglutarato com concomitante 

produção de NADH ou NADPH (Lu et al., 2008). Três dessas enzimas são homodímeros 

NADP+-específicos, não regulados alostericamente, com 70% de identidade em suas 

sequências protéicas e localizadas na mitocôndria, no citoplasma e no peroxissomo (Lu et al., 

2008; McCammon & McAlister-Henn, 2003). A enzima NAD+-específica é mitocondrial, 

complexa estruturalmente, regulada alostericamente e participa do ciclo TCA (Lu et al., 

2008). Esta enzima é um octâmero composto por quatro subunidades Idh1p e quatro Idh2p 

(Cupp & McAlister-Henn, 1993). Como as isocitrato desidrogenases desempenham 

importante papel na regulação do fluxo do ciclo TCA em vários organismos, essas enzimas, 

como um grupo, são as mais variáveis do ciclo TCA em termos de estrutura e regulação 

(McCammon & McAlister-Henn, 2003). A isocitrato desidrogenase, por ser liberada no meio 

extracelular durante o crescimento logarítmico tardio de Mycobacterium tuberculosis, é 

considerada um marcador de autólise nesse organismo (Andersen et al., 1991). Como a 

presença dessa enzima já foi reportada em fração de parede celular de C. albicans (Ebanks et 

al., 2006) e em vesículas extracelulares de C. neoformans (Rodrigues et al., 2008), é possível 

que a isocitrato desidrogenase esteja na superfície de microorganismos patogênicos, 

desempenhando funções pouco esclarecidas. Dessa forma, a função da interação, direta ou 

indireta, entre a PbGel1p e a isocitrato desidrogenase, isolada pela técnica de pull-down, 

ainda não pode ser estabelecida em P. brasiliensis.   
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A prenilação de proteínas é uma modificação pós-traducional importante que facilita o 

ancoramento a membranas celulares, inclusive à plasmática e contribui para a realização de 

interações proteína-proteína (Wright & Philips, 2006; Sinensky, 2000). Já foram identificadas 

três preniltransferases em células eucarióticas: farnesiltransferase (FTase), 

geranilgeraniltransferase I (GGTase I) e geranilgeraniltransferase II (GGTase II) (Song & 

White, 2003). FTase e GGTase I transferem um isoprenóide de 15 ou 20 carbonos, 

respectivamente, para um motivo CAAX carboxiterminal (C: cisteína, A: aminoácido alifático 

e X: aminoácido qualquer, que contribui para a especificidade da enzima) (Lane & Beese, 

2006). GGTase II reconhece, normalmente, motivos CC e CXC presentes, exclusivamente, 

em proteínas da família Rab e promove uma dupla geranilgeranilação (Leung et al., 2007). 

Todas as preniltransferases são heterodímeros, compostos de subunidades α e β. FTase e 

GGTase I compartilham a mesma subunidade α e possuem subunidades β homólogas (Lane & 

Beese, 2006). Acredita-se que a subunidade α da FTase seja responsável pela atividade 

catalítica da enzima e para a estabilização da subunidade β (Andres et al., 1993). Já foi 

demonstrado para C. albicans e para C. neoformans que a inibição da FTase não altera o 

crescimento vegetativo desses fungos, mas reduz diferenciação celular (Vallim et al., 2004; 

McGeady et al., 2002). Em P. brasiliensis, a inibição desta enzima favorece a transição 

levedura-micélio de maneira dose-dependente, tornando essa transição um evento 

independente da temperatura (Fernandes et al., 2008). Porém mais estudos são necessários 

para a elucidação desse mecanismo em P. brasiliensis. Dessa forma, a função da interação 

PbGel1p-FTase, rastreada na biblioteca de duplo híbrido e confirmada por 

coimunoprecipitação, ainda não pode ser estabelecida para esse fungo. 

A localização múltipla de proteínas é um assunto cada vez mais abordado. 

Inicialmente, as proteínas clássicas de certo compartimento celular, quando identificadas em 

outro, eram tidas como contaminantes de preparação da fração celular. Atualmente, com a 

utilização de técnicas aprimoradas para evitar a contaminação de frações celulares e com a 

popularização da espectrometria de massas, proteínas atípicas estão sendo consideradas 

residentes. Essas proteínas podem estar em localizações múltiplas desempenhando sua função 

clássica ou funções não esperadas e, neste caso, são denominadas de proteínas moonlighting. 

Os métodos de rastreamento de interações proteína-proteína, como o duplo híbrido e o pull-

down, dão boas perspectivas para a descoberta de novas funções de uma proteína, visto que 
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interações não esperadas podem indicar uma nova função para uma proteína. Porém estudos 

adicionais, como caracterizações bioquímicas e ensaios funcionais, são necessários antes de 

determinar se uma proteína é ou não uma moonlighting.  

Neste trabalho, foram rastreadas e isoladas muitas interações intermoleculares que não 

ocorreriam se uma das duas proteínas ligantes não apresentasse localização múltipla, o que 

dificulta a interpretação dos resultados. Um fator complicador é a possibilidade de ambas as 

proteínas ligantes serem multilocalizadas ou, o que dificulta ainda mais a análise, serem 

moonlighting. Apesar da dificuldade de análise dos resultados obtidos, pelo presente trabalho, 

pode-se ratificar a contribuição da glicanosiltransferase para a manutenção e o remodelamento 

da parede celular de P. brasiliensis (Castro et al., 2009), pelas interações rastreadas entre essa 

enzima e a permease de α-glicosídeos, a fosfatase ácida, a lipase da família GDSL, a septina, 

a actina, a tubulina, a HSP90 e a piruvato quinase. Destacam-se as interações isoladas entre a 

PbGel1p e as proteínas actina, tubulina e septina, o que pode indicar que essa 

glicanosiltransferase está fortemente associada com o citoesqueleto, tendo sua localização 

determinada por essa trama protéica ou contribuindo para o direcionamento dessas proteínas 

para a extremidade celular, o que contribui para a polarização da célula. Além disso, reforça-

se a indicação de que a glicanosiltransferase possa participar do silenciamento transcricional, 

quando localizada no núcleo da célula (Koch & Pillus, 2009), devido às inúmeras interações 

rastreadas entre PbGel1p e proteínas nucleares, como a argonauta Qde2, o fator de 

alongamento transcricional spt6, outros fatores transcricionais e a ATP-citrato sintase, 

possivelmente localizada no núcleo celular. Cada vez mais, proteínas do metabolismo 

citoplasmático vêm sendo reportadas à superfície celular e, neste trabalho, existe uma forte 

indicação de que em P. brasiliensis ocorre o mesmo, devido a interações rastreadas entre a 

PbGel1p e a piruvato desidrogenase, a piruvato quinase, a glicina desidrogenase, a timina 

dioxigenase, a isocitrato desidrogenase e a proteína bifuncional da biossíntese de arginina.  
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VVIIII..  CCoonncclluussõõeess    

  

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

••  A PbGel1p está possivelmente na parede celular de P. brasiliensis, contribuindo para 

sua manutenção e remodelamento. Os produtos gênicos rastreados e as proteínas 

identificadas que sugerem essa localização e esse papel biológico da PbGel1p são: 

permease de α-glicosídeos, fosfatase ácida, lipase da família GDSL, septina, actina, 

tubulina, HSP90 e piruvato quinase;  

••  A PbGel1p poderia ter uma localização atípica no núcleo celular, podendo contribuir 

para o silenciamento gênico mediado por alterações estruturais. Os produtos gênicos 

rastreados e as proteínas identificadas que sugerem essa localização e esse papel 

biológico da PbGel1p são: argonauta Qde2, fator de alongamento transcricional spt6, 

outros fatores transcricionais e ATP-citrato sintase;  

••  A PbGel1p pode estar fortemente associada ao citoesqueleto. Isso é indicado pelas 

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

• Proteínas do metabolismo citoplasmático podem localizar-se na superfície das células 

de P. brasiliensis. Isso é indicado pelas interações verificadas entre essa 

glicanosiltransferase e a piruvato desidrogenase, a piruvato quinase, a glicina 

desidrogenase, a timina dioxigenase, a isocitrato desidrogenase e a proteína 

bifuncional da biossíntese de arginina.  
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VVIIIIII..  PPeerrssppeeccttiivvaass      

  

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

••  Promover ensaios de citolocalização entre a PbGel1p e algumas das proteínas ligantes 

rastreadas para validação dessas interações e elucidação dos locais onde estão 

acontecendo essas ligações;  

••  Avaliar os níveis de expressão dos cDNAs codificantes para PbGel1p e para algumas 

das proteínas rastreadas neste trabalho durante a transição da fase de levedura para a 

de micélio de P. brasiliensis;  

••  Silenciar ou deletar o gene codificante para PbGel1p e comparar o perfil genômico da 

linhagem silenciada ou mutada com o da linhagem selvagem.  
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