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RESUMO

Paracoccidioides brasiliensisé um importante patdbgeno humano que causa a
paracoccidioidomicose (PCM), uma micose sistémma ampla distribuicio na América
Latina. A adesdo e a invasdo de células sdo evessmEnciais envolvidos na infecgédo e
disseminacgdo do patdgeno. Para isso, patogenzauntisuas moléculas de superficie para se
ligar a componentes da matriz extracelular e eledea infeccdo. Uma proteina antigénica
de P. brasiliensisfoi isolada a partir do gel de eletroforese bidisienal de proteinas totais
do fungo e caracterizada. Peptideos obtidos paesetamento parcial da proteina de 29 kDa
e pl 5.8 mostraram homologia com triose fosfatois@ase (TPI) de diversos organismos. O
cDNA e o gene completos que codificam para TPIRdebrasiliensis (PbTPI) foram
caracterizados, e ambos contém uma ORF que codiiza uma proteina com 249
aminoacidos que apresenta todos os peptideos eraradbs na PbTPI nativa. O cDNA
completo que codifica para PbTPI foi expressoEstherichia coli A proteina recombinante
TPI foi utilizada para producdo de anticorpo pole em coelho. Através de imuno-
microscopia de transmissao eletronica e analisesVyestern blotting, foi detectada a
presenca da TPI, na parede celular de leveduraB. d&asiliensise no citoplasma. A
expressdo da PbTPI foi analisada na transicdoadas fde micélio para levedura. A PbTPI
nativa esta preferencialmente expressa na fasesifdaiaa de P. brasiliensis A PbTPI
recombinante foi capaz de se ligar a laminina efibctina em ensaios de Western blotting
de afinidade. PbTPI se liga preferencialmente anigwa, como foi determinado por ensaio de
inibicdo com peptideos sintéticos. Uma observaggmitante, € que tanto o tratamentd’de
brasiliensiscom anticorpo anti-PbTPI, quanto de pneumdcitodlidas VERO tratados com a
TPl recombinante, promoveram consideravel inibidaoaderéncia e internalizacado He
brasiliensisas células cultivadas vitro. Essas observacdes indicam que a TPI possivelmente
contribui para a adesédo do microrganismo aos teaddospedeiro e para a disseminacao da

infeccao.

Palavras chavd®aracoccidioides brasiliensigriose fosfato isomerase; Adesina



ABSTRACT

Paracoccidioides brasiliensis an important human pathogen causative of
paracoccidioidomycosis (PCM), a systemic mycosth Wroad distribution in Latin America.
Adhesion to and invasion of host cells are esdest&ps involved in the infection and
dissemination of pathogens. Furthermore, pathogeestheir surface molecules to bind to
host extracellular matrix components to establgadtion. An adhesin d?. brasiliensiswas
isolated from two dimensional electrophoresis dmaracterized. Peptides obtained by partial
sequencing of the isolated protein, which preseat@ablecular mass of 29 kDa and pl 5.8,
were subjected to sequence analysis of their am@nds, that revealed strong homology to
triose phosphate isomerase (TPI) from several ssur€he complete cDNA and gene
encoding TPI ofP. brasiliensis(PbTPI) were characterized and both contained am op
reading frame predicted to encode a 249 amino @@tein that presented all the peptides
characterized in the native PbTPI. The completengp®bTPI cDNA was cloned and over
expressed inEscherichia colihost. The purified recombinant TPl was used todpce
polyclonal antibody in rabbit. By immunoelectroncmnascopy and Western blot analysis, TPI
was detected in the cell wall and the cytoplasnthef yeast phase d&*. brasiliensis The
expression of PbTPI was analyzed in transition frorycelia to yeast phase. The native
PbTPI is preferentially expressed in the yeast gidcaphase ofP. brasiliensis The
recombinant PbTPI was found to bind to laminin &bdonectin in ligand far-Western blot
assays. TPI binds preferentially to laminin, asedeined by peptide inhibition assays. Of
special note, the treatment Bf brasiliensisyeast cells with anti-PbTPI polyclonal antibody
and the incubation of pneumocytes and VERO celth tie recombinant protein promoted
inhibition of adherence and internalizationRf brasiliensisto thosein vitro cultured cells.
These observations indicate that TPI could be durte to the adhesion of the microorganism

to host tissues and to the dissemination of inbdecti

Keywords:Paracoccidioides brasiliensigriose phosphate isomerase; Adhesin.



|- INTRODUCAO

|.1- Paracoccidioides brasiliensis

1.1.1 - Aspectos Gerais

Paracoccidioides brasiliensis¢ um fungo dimorfico, agente etiolégico da
paracoccidioidomicose (PCM), uma micose sistémieagrpficamente restrita a América
Latina (Restrep& Tobon 2005). Este fungo apresenta forma leveduangonos tecidos do
hospedeiro ou quando cultivadovitro a 36C e forma miceliana (infectiva) em condi¢des
saprobioticas no meio ambiente, ou quando cultivawhotemperaturas inferiores a°28
(Bagagliet al 2006). As leveduras de. brasiliensisséo caracterizadas por apresentarem
brotamentos multiplos, formados pela evaginacdoélidla-mae, onde uma célula central é
circundada por varias células periféricas, conflerinm aspecto de roda de leme de navio. A
forma miceliana pode ser identificada por filamenseptados com conideos terminais ou
intercalares (Queiroz-Telles, 1994; Restrepo-Moy2003).

P. brasiliensisé considerado um fungo imperfeito, devido a ndiacaeacterizado
ainda, o mecanismo de reproducao de sua fase sexdaegundo San-Blat al (2002) em
estudo de revisadp. brasiliensispoderia ser agrupado ao filo Ascomycota, subdisa

Euascomycotina, classe Plectomyceto, sub-classec&ugcetidae, ordem Onygenales,
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familia Onygenaceae, subfamilia Onygenaceae An#&ussf géneroParacoccidioides
espécidParacoccidioides brasiliensis

Matute et al (2006) descreveram a existéncia de trés difesemigpécies
filogenéticas deP. brasiliensis S1 (espécie 1), PS2 (espécie filogenética 2) & (BSpécie
filogenética 3). A espécie filogenética PS3 estéggeicamente restrita a Coldémbia,
enquanto S1 estd distribuida no Brasil, Argentiraraguai, Peru e Venezuela. Alguns
isolados da espécie filogenética PS2 foram enatwgrao Brasil nos estados de Sao Paulo e
Minas Gerais e ainda na Venezuela (Matital 2006). Recentemente, Carretoal. (2008)
comparando sequéncias del@ti de 14 genes em isolados BEebrasiliensisde diferentes
origens, através do método de comparacdo geneal@PSR (genealogical concordance
phylogenetic species recognition) sugeriram queetiavmais do que trés espécies
filogenéticas, visto que o isolado Pb 01 apressigtaificativas diferencas nas comparacoes
com outros isolados das espécies descritas amembe.

A determinacdo exata do habitat Be brasiliensisainda € desconhecida, mas
sugere-se que o fungo viva saprobioticamente narera, proximo a ambientes de agua
fresca, tais como rios ou corregos e de forma tedinono solo (Bagaglet al 2006;
Tercarioliet al 2007). O indicio de que o fungo esteja presenmtsoio, foi conseguido com o
seu isolamento a partir de duas espécies de m@tDssypus novemcintus o Cabassou
centralis(Corredoret al 2005).

Atualmente, foi obtida a identificacdo &e brasiliensisatravés de “Nested-PCR”
utilizando oligonucleotideos da regido ITS (Intérf@nscribed Spacer) do fungo. A reacéo
de amplificacdo foi realizada a partir do DNA eidmade visceras de alguns mamiferos
selvagens, comdCavia aperea(porco-da-Guiné),Sphiggurus spinosugporco-espinho),

Procyon cancrivorugguaxinin),Gallictis vittata (furdo) e também de duas espécies de tatus
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(Dasypus novemcinctus Dasypus septemcinciusencontrados em regides consideradas
endémicas para PCM. Os autores sugerem que, ptowvete, a infeccao pd?. brasiliensis
em hospedeiros silvestres de areas endémicas tsamamais comum do que postulado
anteriormente por outros pesquisadores (RichineiRest al 2008).

P. brasiliensisalcanca o hospedeiro, usualmente através da sparatdria, por
inalacdo de propagulos do micélio, presentes ndesnte#h Nos pulmdes esses propagulos se
convertem a fase leveduriforme, de onde podem rdisse-se para diferentes 6rgaos e

tecidos (San Blast al. 2002).

|.1.2- Dimorfismo de P. brasiliensis

P. brasiliensisé um fungo caracterizado por apresentar dimorfigérmico,
caracteristica presente também em outros fungaggr@tos humanos comBJjastomyces
dermatitidis Histoplasma capsulatumCoccidioides immitise Sporothrix schenckii e
acredita-se que esta capacidade de alteracdo ogidalseria um importante mecanismo de
viruléncia e patogenicidade destes fungos (Kurokawaal 1998). O dimorfismo é
considerado um mecanismo de defesa importantegpadaptacdo de fungos as condicbes
adversas do hospedeiro humano, a invaséao de tezidosestabelecimento da doenca (San-
Blaset al 2002).

A temperatura € o estimulo mais notério no dimoréisdo fungoP. brasiliensis
que se apresenta com aspecto miceliano a 22°C-%Wn aspecto leveduriforme a 35°C-
37°C (San-Blaset al 2002). Silvaet al (1994) caracterizaranm vitro o processo de
diferenciacéo do isolado Pb0l1 (ATCC MYA-826). Aallénciacdo de miceélio para levedura,

e 0 inverso, ocorrem de maneira espontanea, aplbsracdo da temperatura de cultivo. Em
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ambos, ocorre um periodo de laténcia que se dé& dBt72 horas, atingindo 70-80% de
diferenciacdo no décimo dia, o que caracterizacrgaso de dimorfisman vitro de P.
brasiliensiscomo sendo lento e gradual.

O Projeto Genoma Funcional e Diferencial Rlebrasiliensis desenvolvido por
grupos de pesquisa da regiao Centro-Oeste do Boagile inclui o laboratorio de Biologia
Molecular da UFG, resultou no sequenciamento desHEKpressed Sequence Tags) nas
fases miceliana e leveduriforme do isolado PbOlssipditando a deteccdo de genes
diferencialmente expressos (Felipe al. 2003; Felipeet al 2005). Dessa forma, foram
identificados transcritos que codificam para prasienvolvidas no processo de estresse,
componentes das vias de sinalizacao e sequénciamgé@specificas de. brasiliensisque
nao possuem nenhum homologo no genoma humano, poefEsencialmente expressos na
fase leveduriforme do fungo.

Tendo em vista que a eficiéncia de instalaca®.derasiliensisno hospedeiro se
da pela transicdo da forma miceliana (infectaqa)a a leveduriforme (patogénica), o estudo
de genes/proteinas com expresséo diferencial @uaainansicdo dimaorfica do fungo, tem sido
alvo de estudo de diferentes grupos (Nwetesd 2005; Bastost al 2007).

Nuneset al (2005), avaliaram através de microarranjos de RNéxpressao de
genes deP. brasiliensisdurante a transicdo de micélio para levedura. éNestudo foram
identificados varios genes diferencialmente exjpeskirante a transicdo morfologica. Estao
inclusos neste estudo genes que codificam paranaszenvolvidas no metabolismo de
aminoacidos, transducdo de sinal, sintese de pasteimetabolismo da parede celular,
estrutura do genoma, resposta ao estresse oxidatiwotrole do crescimento e
desenvolvimento do fungo.

O perfil transcricional d€. brasiliensisdurante a diferenciacdo morfolégica de
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micélio para levedura foi avaliado por Bastisal (2007). Varios genes potencialmente
relacionados com a sintese de membrana e paredar gebstraram-se aumentados durante a
diferenciacdo celular de micélio para levedura,esngo queP. brasiliensisfavorece o
remodelamento da membrana e da parede celular stédgios iniciais da morfogénese.
Durante a transicao também foi verificada a preselecenzimas que participam do ciclo do
glioxalato como a isocitrato liase, malato desidr@se, citrato sintase e aconitase, sugerindo
que a transicdo morfolégica &t brasiliensise mediada pela ativacdo de vias metabdlicas
alternativas que influenciam na adaptacdo ao anghienque provavelmente garantiria a

sobrevivéncia do fungo dentro do hospedeiro.

|.1.3- Paracoccidioidomicose

A PCM apresenta distribuicdo heterogénea, havendasade baixa e alta
endemicidade (Shikanai-Yasudat al 2006). A apresentacdo é de uma infeccéo
granulomatosa, que determina dois quadros clirmpasentes, uma forma crénica e outra
aguda. A doenca foi inicialmente descrita em SaddP@&m 1908, por Adolpho Lutz (Lutz
1908).

A inalacdo de propagulos de. brasiliensisresulta na formacdo de um foco
inflamatorio nos pulmdes que, geralmente regrids @ estabelecimento da imunidade
especifica do hospedeiro (Brumnadral 1993). A partir de um foco primario pulmonar,
ocorre disseminacdo linfatica ou hematogénica plifierentes regides do organismo. O
contato inicial do hospedeiro com o fungo apareatgmevolui para uma infec¢cao subclinica
ou assintomatica (PCM infeccao). Se ha progresadnfeccéo, ocorre o estabelecimento da

doenca, que apresenta duas formas clinicas dsstet@rma aguda ou tipo juvenil e a forma
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cronica ou adulta (Frane al 1987).

A forma juvenil (aguda ou subaguda) representa58ados casos descritos da
doenca, sendo a maioria dos pacientes constitpimosriancas ou adultos jovens (Reisal
1986; Brummeret al 1993). O quadro da doenca caracteriza-se por esangolvimento
rapido e por marcante envolvimento de 6rgdos coagm,bfigado, ganglios linfaticos e
medula Ossea. Apesar de nao haver manifestacoescasli ou radiologicas de
comprometimento pulmonar evidente, pode-se isolafulmgo do lavado brénquico,
evidenciando a participacdo do pulmédo como portanti&ada do patdégeno (Shikanai-Yasuda
et al 2006).

A forma crbnica ou adulta representa mais de 908tcdeos, sendo a maioria dos
pacientes constituida por homens adultos. Ao caotda forma aguda, o quadro clinico
apresenta um desenvolvimento lento com comprometorguimonar evidente (Brummet
al. 1993). Em aproximadamente 25% dos casos, 0 pudn@dnico orgao afetado - forma
unifocal. Muitas vezes, com o desenvolvimento sileso da doenca, o paciente busca auxilio
médico somente quando apresenta sintomas de comfmmento extrapulmonar. Nestes
casos se constata o envolvimento de 6rgdos coreg ipelcosas das vias aéreas superiores,
tubo digestivo e linfonodos - forma multifocal (ldero 1986; Brummeet al 1993). Com
frequéncia, ocorrem lesdes nas mucosas orais éshaste e ganglios linfaticos. Menos
freqientemente, podem ocorrer envolvimento oculestruicdo 6ssea, e comprometimento
dos sistemas nervoso e vascular (Shikanai-Yasudka2006).

Independentemente do o6rgao afetado a PCM usualréemssociada a formacao
de fibrose, o que pode interferir permanentemeate a qualidade de vida dos pacientes
(Tobonet al 2003). O grande numero de tecidos Buérasiliensigpode colonizar e infectar

sugere que o fungo deve ter desenvolvido mecanigu®® capacitam a aderir, extravasar e
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invadir barreiras impostas pelos tecidos do hospefleenziet al 2000; Mendes-Giannirmt
al. 2008).

De acordo com dados de inquéritos epidemiolégiceslizados no Brasil,
Venezuela, Colémbia e Argentina, utilizando reacédradérmica com antigeno
polissacaridico d@. brasiliensis(paracoccidioidina), observou-se que em torno(fé Hos
habitantes de zonas endémicas tenham sido expast@gente desta micose (Shikanai-
Yasudaet al 2006). O Brasil é responsavel por 80% das démside casos da doenca, sendo
a maioria dos casos reportados nas regides Sugsteud Centro-Oeste (Bloth al. 1999;
Paniagcet al 2003). De carater endémico entre as populac@as ronde os individuos estéo
possivelmente mais expostos ao contagio pelo agéntégico (Manguiaterrat al. 1999), a
PCM acomete principalmente individuos do sexo mesrentre 30 e 60 anos, sendo rara a
incidéncia abaixo de 14 anos de idade (Brumeteral 1993). Segundo levantamento
realizado por Coutinhet al (2002) ha um aumento no nimero de mulheres delsemdo
PCM, provavelmente relacionado ao crescimento ae&tade-obra nas atividades rurais.

Em estudo de revisdo de oObitos por PCM entre 198®35 (3.181 casos),
realizado por Coutinhet al (2002), verificou-se que a mortalidade por PCMBmasil é a
oitava quando classificada entre as doencas cggri@aprimeira entre as micoses sistémicas.
A taxa de mortalidade média é de 1,45/milhdo detdnates ao ano, considerando ambos os

SeXos.

|.2- Matriz Extracelular

A matriz extracelular (MEC) é uma rede complexa racromoléculas que

proporciona um arcabouco fisico para a estabil@zadgdestrutura tecidual. A MEC de tecidos
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animais é importante para as interacdes célultulaadfornece um substrato as mesmas para
aderirem e proliferarem, modulando diretamente ando e funcdes celulares. Esta
especialmente adaptada dependendo do tecido esedoealiza, sendo flexivel e resistente
em tenddes e na derme, dura e densa em osso®s eafitsorvente em cartilagens.

A MEC de mamiferos € composta por duas classesipais de macromoléculas:
as glicosaminoglicanas (GAG), encontradas normakndigadas a proteinas formando
proteoglicanas e as proteinas fibrosas, que deswraupe funcbes estruturais e adesivas,
incluindo nessa classe, laminina, fibronectina &gmsno (Verstreper® Klis 2006). A
composicdo da MEC varia em diferentes tecidos anderfases de injuria, inflamacéo e
reparo tecidual (Kottoat al 2003).

Laminina € uma glicoproteina de aproximadamente BD&, que apresenta
diferentes isoformas. Esta presente na membram dasarios 6rgaos e principalmente nos
pulmdes (Leblevet al 2007). A interacdo com laminina € crucial em ag&rprocessos
biologicos que requerem adeséo celular, tais catrapedese, coesdo celular dentro do
tecido, metastase de células cancerosas e infe(l@éelset al. 1990). Alguns receptores com
afinidade a laminina foram descritos em célulasrurenalmente interagem com a membrana
basal, tais como células epiteliais ou endotel@ihylas musculares e neurais (Boucledral
1997). Células que possuem a capacidade migrasrdente sanguinea para os tecidos, como
por exemplo, macréfagos, leucdcitos e células tammanetastaticas, também podem exibir
esses receptores (Wrigkttal. 2008).

Fibronectina € uma glicoproteina dimérica de 44@,kWesente na forma solavel
no plasma sanguineo e em outros fluidos corpogarsg forma fibrilar como componente
essencial da MEC de diversos tecidos (Mohri 19E6)a proteina atua como molécula de

adesédo em tecidos de mamiferos, um processo qulvervligacédo de receptores especificos
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da superficie celular com dominios presentes nacuta de fibronectina (Roma al. 2006;
Vakonakisa& Campbell 2007; Butlest al. 2008).

O colageno é encontrado em praticamente todoscmosede origem animal. E
produzido através do entrelacamento de cadeiaddpsst de residuos de aminoacidos,
formando as fibras colagenas, principais constiggima MEC, e representa um importante
alvo para adesdo de muitas espécies de microrgasidixistem atualmente mais de vinte
tipos de colageno caracterizados, sendo os maisrtampes nos processos de adesdo de
patogenos o colageno tipo IV, que € encontradocipaimente na lamina basal, um dos
componentes da membrana basal dos epitélios eagera tipo | que € o mais abundante na
constituicdo da matriz intersticial de varios tesid sempre formando fibras e feixes
resistentes (Giét al 1996; Di lulloet al. 2002).

Vérios fungos de relevancia médica, comdrasiliensisMendes-Gianninet al
2008); Candida albicangShepparcet al. 2004); Histoplasma capsulaturfMcMahonet al
1995); Sporothrix schenckii(Figueiredoet al 2004) eCoccidioides immitigHung et al
2002) apresentam moléculas capazes de interagircoamponentes da MEC. O processo de
adeséao implica que o patdgeno reconheca carbasdeaia proteinas ligantes na superficie da
célula do hospedeiro ou proteinas constituintesmggnbrana basal para favorecer sua
interacdo (Pattet al 1994). O grande numero de tecidos que os fungdsrp colonizar e
infectar sugere que eles possuam uma variedadeotfeutas presentes em sua superficie

capazes de favorecer o processo de adeséo (Swtiahr2004).

[.3- Moléculas Envolvidas no Processo de Adesao BengosPatogénicos

Vérias moléculas que se comportam como adesinasitenestudadas em fungos
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patogénicos, visto que, a adesao de microrganissi@soteinas da MEC é provavelmente o
primeiro passo para o estabelecimento do procagsdivo nos tecidos do hospedeiro.

Manoproteinas sdo compontentes da parede de fuegaksempenham um
importante papel na relacéo parasito-hospedeigurAhs manoproteinas favorecem a adeséo
de fungos a superficie das células do hospedeimoCEalbicansuma manoproteina de 65
kDa (MP65) foi caracterizada como uma adesina. épmpedade adesiva de MP65 foi
evidenciada, ao observar-se que o anticorpo prdduzontra MP65 foi capaz de inibir a
adeséao do fungo a placas de polietileno. Outraéecid foi mostrada quando um mutante de
C. albicans o qual ndo expressa MP65 na parede celular, eapices menor capacidade de
adeséao, quando comparado com o tipo selvagem (Banai. 2007).

Foi descrita enC. albicans uma familia génica denominada ALS (Agglutinin-
Like Sequence), composta de pelo menos oito ggnes;odificam para proteinas capazes de
influenciar na aderéncia do fungo (Sheppardal 2004; Filler 2006). O papel funcional
destas proteinas foi avaliado, utilizando-se maetankeC. albicanspara os gene8LS1e
ALS3 A delecdo desses genes ocasionou a reducao al@daape de aderéncia dos mutantes a
células endoteliais da veia umbilical humana (HUYECélulas de epitélio bucal (BEC), em
relacéo ao tipo selvagem (Zheioal 2004).

A atividade da enzima fosfolipase foi correlacicmadmo fator de aderéncia de
diversos patdégenos as células epiteliais. Foi detremp que a fosfolipase B1 (PLB1) € um
fator de viruléncia enmCryptococcus neoforman® que estaria envolvido no inicio da
criptococose pulmonar (Santangeéd al 2004). A enzima PLB1 degrada dipalmitolil
fosfatidilcolina (DPPC), o principal componente floido surfactante presente nas vias
pulmonares. A delecédo do gene que codifica PLBdiursignificativamente a capacidade de

adesdo d€. neoformans culturas de pneumdacitos (linhagem A549). Emlaofasfolipase
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nao seja considerada uma molécula de adesao elassiautores enfatizam a forte correlacéo
entre a atividade da PLB1 e a adesa@deeoformanso tecido pulmonar (Ganendrenal
2006.

Foi proposto que a habilidade He capsulatumem interagir com laminina seria
um mecanismo importante para o estabelecimentastigplasmose. Experimentos de adesao,
em que o fungo foi colocado em contato com laminmabilizada, mostraram qui.
capsulatuminterage com a proteina de maneira rapida e d®@e@ presenca do anticorpo
anti-laminina inibiu significantemente a adesadutgyo. A adesdo € mediada possivelmente
por uma glicoproteina de 50 kDa identificada naegar celular deH. capsulatum O
tratamento prévio do fungo com o anticorpo antigirea de 50 kDa e o peptideo IKVAV
(Isoleucina-Lisina-Valina-Alanina-Valina — presemiz molécula de laminina) foram capazes
de inibir sua adesédo a molécula de laminina (McMadt@l 1995).

S. schenckié o agente etiologico da esporotricose, uma misabeutanea que
comumente acomete individuos imunocomprometidopo@e se disseminar por varios
tecidos e O0rgaos. Estudos de interacdo é&tsehenckie proteinas da MEC mostraram que o
fungo foi capaz de aderir a laminina, colagendmfiectina, e que essa interacao foi mediada
por moléculas de 90 e 135 kDa, localizadas na #Suoedo fungo.A interacdo entres.
schenckiia proteinas da MEC foi avaliada através de experios de competicio com
peptideos presentes na molécula de fibronectirran@ina. Foi sugerido que os peptideos
RGD (Arginina-Glicina-Aspartato - presente na fineotina) e YIGSR (Tirosina-Isoleucina-
Glicina-Serina-Arginina - presente na laminina)eragem com as adesinas presentes na
superficie de5. schenckjiuma vez que esses inibiram significativamentgacfio do fungo
as proteinas da MEC (Lin& al 2004).

C. immitisé o agente causador da coccidioidomicose, umacdoerdnica que

21




Caracterizagado funcional da proteina Triose fosfasomerase de Paracoccidioides brasiliensis comipcial adesina

Luiz Augusto Pereira

causa comprometimento pulmonar. Hetgal (2002), identificaram um gene @ immitis

gue codifica para uma glicoproteina (SOWgp) preseatparede externa de esporos. Ensaios
in vitro, com a proteina recombinante mostraram que edicui@ apresenta capacidade de
se ligar a laminina, fibronectina e colageno. Aedab do gene que codifica para SOWgp
resultou na perda parcial da capacidade de esplorosutante em se ligar as proteinas da
MEC, bem como foi observada também uma significeedeicdo da viruléncia dos mesmos,
quando utilizados em infec¢céo experimental de calogos.

Blastomyces dermatitidi® o agente etiologico da blastomicose, uma intecca
respiratoria que acomete individuos e animais nodounteiro. Foi demonstrado que uma
glicoproteina de 120 kDa, denominada BAD1 presewtesuperficie deB. dermatitidis
estaria possivelmente mediando a ligacdo do fungoaar6fagos humanos e que esse
processo é dependente do nivel de expressdo de BbDIdiferentes isolados d8.
dermatitidis(Brandhorset al 2003).

Através da utilizacdo de dois isolados isogéniamesentava BAD1 - ATCC
26199 e ndo apresentava BAD1 — mutante 55) em malgeinfeccdo animal (BALB/c), foi
avaliado o papel desta glicoproteina na adesaEncia deB. dermatitidis Camundongos
infectados com o isolado d& dermatitidis(ATCC 26199), desenvolveram blastomicose
disseminada letal semanas apos a inoculacdo, ao gas, camundongos infectados com a
mesma dose letal do isolado que continha o geneapiéca para BAD1 mutado (mutante
55) sobreviveram. A capacidade de adesao e viialéacrestabelecida el. dermatitidis
depois da reconstituicdo do fenotipo, em que aess@io de BAD1 foi recupera@&/tthrich

et al 2006).

|.4 - Adesinas deP. brasiliensis

22




Caracterizagado funcional da proteina Triose fosfasomerase de Paracoccidioides brasiliensis comipcial adesina
Luiz Augusto Pereira

P. brasiliensisé capaz de aderir, atravessar e invadir barremgostas pelos
tecidos do hospedeirdiannaet al. 2000; Mendes-Giannirgt al. 2000). Varios estudos tém
caracterizado componentes da matriz extracelulol@dos na interacdo de. brasiliensis
com o hospedeiro (Vicentimt al. 1994; Andreottet al. 2005; Mendes-Giannirt al 2006).

A laminina é, provavelmente, uma das principaisétuaias envolvidas no processo de adesao
de P. brasiliensisa tecidos do hospedeiro, facilitando a sua diss&gab pelo organismo
(Mendes-Gianniniet al. 2008). A primeira adesina descrita &M brasiliensis foi a
glicoproteina de 43 kDa, com a capacidade de gitecam laminina (Vicentinet al 1994).
anticorpos anti-gp43 (Vicentinet al. 1994; Geszteset al. 1996). Posteriormente, foi
evidenciada também a interacdo da gp43 com fibtim@e®utro importante componente de
matriz extracelular (Mendes-Gianngtial 2006).

Foram descritas outras moléculas Bnbrasiliensisprovavelmentenvolvidas no
processo de adesdo do fungo. Uma adesina de 3Oiskizla deP. brasiliensisque
apresentou capacidade de ligacdo a laminina, masar@utros componentes da MEC foi
capaz de inibir intensamente a adesaoPddrasiliensisa células epiteliais previamente
tratadas com esta molécula (Andreettal. 2005).

Foi mostrado qu®. brasiliensisapresenta em sua superficie celular duas proteinas
com massas moleculares de 19 e 32 kDa que intereg@ndiferentes proteinas da MEC, tais
como laminina, fibrinogénio e fibronectina. Ensaicsalizados com conideos de.
brasiliensis pré-incubados com anticorpo monoclonal anti-32 kidbiram, de maneira dose-
dependente, a aderéncia do fungo as proteinas da(Ménzalezt al 2005).

Em estudo de PCM experimental com camundongos BAEd&/mostrado que o
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tratamento prévio de conideos (forma infectante)fudt@go com laminina, fibronectina e
fibrinogénio promoveu um menor dano tissular noknpes, baco e figado analisados por
exame histopatolégico no periodo poés-infeccdo, emparacdo com 6rgados de animais nao
tratados. Foi proposto entdo que os componentediE@ bloqueariam moléculas na
superficie dos conideos d® brasiliensisque estariam atuando como fatores de adeséao,
diminuindo assim o potencial do patdégeno de a@edisseminar no foco inicial de infeccao
(Gonzalezt al 2008).

A proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenasARRBH) deP. brasiliensisfoi
descrita como adesina. A imunocitolocalizacdo zadk com anticorpo anti-GAPDH mostrou
gque esta molécula esta presente no citoplasmal#tama parede celular de leveduras do
fungo. A proteina recombinante apresenta capacidadegacdo a laminina, fibronectina e
colageno tipo |, além de influenciar consideraveiteea adesdo e conseqientemente a
internalizacdo do fungo a culturas de pneumoécBaskosaet al. 2006).

Recentemente foi descrita outra molécula preseatsuperficie do fungo que
apresenta capacidade de aderir as proteinas da &A@ fg5p. Esta proteina caracterizada
como pertencente a familia das glicosil hidrolasswria relacionada com a formacédo e
manutencao da parede celular de fungosPEbrasiliensissua presenca na parede celular foi
evidenciada através de imuno-eletromicroscopia, t@mo em extratos protéicos de parede
celular, obtidos a partir do tratamento de leveslw@m-1,3 endo glucanase. RbDfg5p
recombinante apresentou capacidade de se liganiaifa, fibronectina, colageno tipo | e
tipo 1V, além de apresentar um motivo RGD em sugi&ecia predita, caracteristica comun

de algumas adesinas (Castal 2008).

I.5- Triose Fosfato Isomerase (TPI)
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|.5.1- Caracteristicas da TPI

Triose Fosfato Isomerase (EC 5.3.1.1) é uma enzoedencente a classe das
isomerases e sub-classe das oxidoredutases ing@utaokes (Knowles 1991). A TPI
apresenta-se em sua forma ativa como homodimenalo seesponsavel pela conversao
reversivel de diidroxiacetona fosfato em gliceralde3-fosfato. Esta reacéo esta relacionada
com importantes vias metabdlicas, como glicolisepgeogénese e sintese de acidos graxos,
responsaveis principalmente pela producdo de ené¢kdgyerhof& Beck 1944; Knowles
1991). O mondémero da enzima apresenta cerca dereédd@uos de aminoacidos e uma
estrutura secundaria composta de 8 regides deachd& e 8 regibes de alfa hélice, que
determinam uma estrutura terciaria em forma deilbgBo)s. A estrutura € altamente
conservada em varios organismos, desde bactéda®uatariotos superiores, apesar de
ocorrerem algumas diferencas consideraveis na seiquée aminoacidos (Jiménet al
2000).

A presenca de alguns residuos de aminoacidos atameonservados na
sequéncia de TPI tem sido util na caracterizacdnodas sequéncias ortélogas depositadas
em bancos de dados. Trés principais residuos 3L y4$95 e Glul67, sdo responsaveis pela
formacao da regido catalitica da molécula (Letial. 1990; Schliebst al 1996). Os residuos
conservados Argl91 e Asp227, sao descritos porukuet al (2002) como essenciais na
formacdo e estabilizagdo da estrutura dimérica.z&emn-Mondragoret al (2004) em um
estudo com mutantes de TPl eéBaccharomyces cerevisjaenostraram que o0 residuo
conservado Cys126 apresenta um papel na estaboizdg estrutura espacial da regido

catalitica da molécula.
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Swinkelset al (1986) caracterizaram efrypanosoma bruceima TPI presente
em glicossomos, organelas citoplasmaticas ondéddaancentracdo de enzimas associadas a
funcdes metabdlicas basicas de alguns protozo&westudos cristalograficos desta enzima,
associados ao conhecimento do seu mecanismo favane@a selecdo de substancias que
promoviam a inibicdo da atividade enzimatica devilodesestabilizacdo da estrutura
dimérica. Esses estudos mostraram que a THL deuceie T. cruzi bem como a de outros
parasitas seriam um alvo em potencial para desamaito de novas drogas seletivas

(Garza-Ramost al. 1998; Téllez-Valenciat al 2002).

[.5.2- TPl como antigeno

Em Schistosoma mansoai TPI foi identificada em extratos ricos em memhra
citoplasmatica de cercarias por um anticorpo mamatl (M.1) (Harnet al 1985). Em
ensaios de imunizacdo passiva de ratos, utilizaedoauno-complexos com anticorpo M.1,
observou-se uma protecédo parcial contra infeccpererental pelas cercarias do parasita
(Harnet al 1992). A utilizacdo da TPI nativa, purificadaatp de extratos d8. japonicum
em experimentos de imunizacado de murinos, promorgudiminuicdo do numero de vermes
encontrados no figado destes animais, em compasggE@ontroles testados (Miab al
1998). Ainda segundo os autores, esta TPl agregariacteristicas para avaliacdo como
antigeno vacinal contra esquistossomose (daah 1992; Miaocet al. 1998).

Zhu et al (2004) utilizando a sequéncia da TPI Slejaponicum(SjCTPI) em
vacinas de DNA, promoveu a imunizacdo de camundoBgd_B/c por via intramuscular,
seguida de infeccdo experimental com cercariasedme. A comparacao entre os resultados

da contagem de ovos e vermes recuperados do figaslaanimais de dois grupos, um
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imunizado somente com a sequéncia da SjCTPI (@@jre com SjCTPI mais a seqiiéncia da
Interleucina-12 (G2), mostraram indices de redw#d0,2% de ovos e 52,9% de vermes
para o G1 e reducéo de 32.7% de ovos e 47,0% desgrara o G2, em comparacdo com o
grupo controle (GC). A eficacia protetora da TPEdg¢aponicunfoi testada ainda, atraves de
vacinas de DNA em porcos, mostrando uma reducdaudeero de ovos encontrados no
figado dos animais analisados de 49,4% somenteac8yGTPI, e a reducéo foi intensificada
para 65,8% com a adicdo da seqUéncia de Intereed@nem relacdo aos controles (&iu
al. 2006).

Zysk et al. (2000) realizando experimentos de rastreamentarambiblioteca de
expressao d&treptococcus pneumoniagjlizando soros de pacientes em fase covalescente
de infeccdo, mostraram que a TPI deste microorgenesa reconhecida por imunoglobulinas
da classe IgG, provavelmente devido a sua exposic@gocitos do hospedeiro durante a
infeccao.

Um mutante pouco virulento d& albicans(CNC13), que apresenta delecéo para
MAP (Mitogen Activated Protein) quinase HOG1, fosado em diferentes titulos para
imunizar camundongos BALB/c. Os diferentes soragdob foram analisados em relacdo a
sua capacidade de imunoprotetora, através de uralmaded candidiase sistémica em murinos
com leveduras virulentas. Foram determinadas dai@g@rias de soro: um protetor e outro
nao-protetor contra infeccdo experimental. Utild@amécnicas de protebmica, eletroforese bi-
dimensional seguida de Western blotting, com exdrarotéicos das leveduras virulentas de
C. albicans reagidos com o soro “protetor”, foram evidencggerfis que correspondiam a
anticorpos contra algumas proteinas antigénicasredelas, triose fosfato isomerase e frutose
bifosfato aldolase. Foi sugerido entdo, que estaseipas seriam capazes de produzir

imunidade frente ao patdégeno, tornando-se possbagislidatas ao desenvolvimento de
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vacinas contra candidiase (Fernandez-Arehas 2004).

|.5.3- Triose Fosfato Isomerase dB. brasiliensis

Fonsecat al (2001) descreveram primeiramente a TPIPdbrasiliensigPbTPI).
Através do fracionamento de extrato protéico dogdyrpor eletroforese bidimensional e
posterior ensaio de “Immunoblotting”, observou-se gma proteina de massa molecular 29
kDa e ponto isoelétrico 5.8 era reconhecida pacanpios presentes no soro de pacientes com
PCM. O sequenciamento dos aminoacidos da regianoatarminal, e de regifes internas
evidenciou trés peptideos: ITWTLAGHSER, RQLDAVAEER/SEW e
VVIAYEPIWAIGTGK, que apresentaram homologia (1002%) com a seqUéncia de triose
fosfato isomerase de varios organismos.

Bastos (2003), em sua dissertacdo de mestradafexdau uma seqiéncia parcial
de 949 pares de bases do gene codificante pard.RPdoBtencdo do fragmento de DNA foi
realizada através de PCR com DNA gendmico do funggljzando um par de
oligonucleotideos degenerados. A construcédo dgsrulicleotideos foi realizada a partir das
sequéncias dos peptideos obtidos previamente,cerdparacdo de regides conservadas no
alinhamento de cDNAs de TPI de outros fungos, @tesoem bancos de dados.

Pereira et al (2004) caracterizaram as seqUéncias gendmica eDi¢A
codificantes para a TPI d& brasiliensis Ambas as sequéncias apresentam uma ORF de 750
pb que codifica para uma proteina de 249 aminogacel@presenta todos os peptideos
descritos no trabalho de Fonsetal (2001). A seqUéncia gendmica codificante paraPPbT
apresenta cinco introns, o que corresponde a daéscexistente em outros fungos como

Aspergillus orizaee Emericella nidulans Este trabalho mostrou ainda que a PbTPI
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recombinante purificada, obtida a partir de ex@edseterologa eri. coli, apresenta uma
massa molecular de 29 kDa e reatividade com apbsgresentes no soro de pacientes com
PCM, semelhante a TPI nativa do fungo.

No presente trabalho procuramos avaliar esta mialécam relacdo a sua
capacidade de se ligar a alguns componentes de Mu@@iras de células epiteliais e
posteriormente sua influéncia na adesdo e inteat@#o deP. brasiliensisa culturas
celulares, com o intuito de obter indicios do px@@apel funcional da TPI nos primeiros

estagios de interacdo do fungo com tecidos do despe

I.6- Frutose Bifosfato Aldolase (FBA)

|.6.1- Caracteristicas da Frutose 1,6-Bifosfato Aldolase

A enzima frutose 1,6-bifosfato aldolase (EC4.1.2.43 simplesmente aldolase,
pertence a classe das liases, sub-classe das carddono liases, e catalisa uma reacéo
reversivel de clivagem da frutose 1,6-bifosfato emas trioses fosfato diferentes:
gliceraldeido 3-fosfato, uma aldolase e dihidrogiana fosfato, uma cetose (l&iHorecker
1972). Existem duas classes distintas de aldomedo ao mecanismo de reacdo (Massh
Lebherz 1992).

As FBA Classe |, encontradas principalmente em reatoa superiores,
especialmente em animais e plantas superiores d8ehbergeet al 1990), sdo enzimas
homotetraméricas com peso molecular aproximad®@eDa e que apresentam um lisina no
sitio-ativo da molécula para estabilizar a reagdierinediaria formando uma base de Schiff

(von der Ostenet al 1989). As FBA Classe Il sdo principalmente enaal@s em
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microorganismos, algas verdes, fungos e algumdsrize Sao enzimas homodiméricas que
necessitam de um fon divalente, geralmenté’,Zna sua estrutura para estabilizar os
metabolitos intermediarios durante a sua atividadtalitica e geralmente apresentam
sensibilidade a EDTA (Mars& Lebherz 1992).

Croweet al. (2003) caracterizaram uma FBAI, juntamente cotnasiproteinas de
parede celular, por eletroforese bidimensional €malbicans capazes de se ligar a
plasminogénio. Essa FBA d& albicansestaria provavelmente desenvolvendo um papel de
adesina semelhante a enzima GAPDH, ja bem cazadernesta levedura.

A hipotese da interacdo da enzima FBA com outrageppras no processo
infectivo, ndo necessariamente mediando a adesideviflenciada por Nandaet al (2007).
Os autores caracterizaram uma FBA citoplasmatidseddnmania donovardapaz de se ligar
a enzima tirosina fosfatase-1 (SHP-1) de macrofagasnovendo uma diminuicdo de sua

atividade fagocitican vitro.

|.6.2- Frutose Bifosfato Aldolase d#. brasiliensis

A frutose 1,6-bifosfato aldolase dP. brasiliensis (PbFBA) foi descrita
primeiramente por Fonsea al (2001). Através do fracionamento de extrato pcoté
soluvel do fungo, por eletroforese bidimensiongbasterior ensaio de “immunoblotting”,
observou-se que uma proteina de peso molecular &89 & ponto isoelétrico 6.1 era
reconhecida por anticorpos de pacientes portaddeesPCM. O sequenciamento dos
aminoacidos da regido amino terminal, e de pepgideernos identificou dois peptideos que
apresentaram homologia de 60 e 75%, respectivanuemte aldolases d&accharomyces

cerevisae &chizosaccharomyces pombe
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Carneiroet al (2005) caracterizaram seqiéncias de cDNA codifgsapara duas
aldolases de Classe Pljfbal e Pbfba?), através do rastreamento da biblioteca de cDbIA d
isolado Pb01 com uma sonda homologa de 434 parbas#e sendo que algumas diferencas
foram observadas entre as duas aldolases. O akmtandas sequéncias preditas de
aminoacidos d®bFBA1 ePbFBA2 mostrou diferenca em 99 residuos de aminoacskndo
que apenas &bFBA2 apresentou um motivo RGD, comumente encontedoalgumas
adesinas capazes de se ligar a fibronectina, urp@oente de matriz exttracelular.

Marqueset al (2004) analisando genes transcitos preferenciabmea fase
leveduriforme do isolado Pb18 mostraram que umimdeubifosfato aldolase (FBAI) d&
brasiliensisé 4,7 vezes mais expressa na fase leveduriforngeielma forma miceliana. Este
dado corrobora as observacdes de Fonseah(2001) e Carneiret al. (2005) de que a FBA
deP. brasiliensisesta preferencialmente expressa na fase levedunafdo fungo.

No presente trabalho procuramos produzir a PbFB&avés de expressao
heter6loga em sistema bacteriano, comparar suastedsticas com a proteina nativa e
posteriormente obter um anticorpo a partir da jmateecombinante, com intuito de avaliar

esta .molécula com relacéo a sua localizacéo eddasduriforme de de. brasiliensis
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Il - JUSTIFICATIVAS

A capacidade de°. brasiliensisde provocar uma micose sistémica com grande
variedade de manifestacdes clinicas depende delexmsifatores de interacao entre o fungo
e 0 hospedeiro humano. No processo infecciod®. theasiliensis as leveduras sdo expostas a
tecidos do hospedeiro, desta forma certas protpieaentes na superficie da célula podem se
comportar como adesinas, favorecendo a interacardm. A caracterizacdo de algumas
proteinas que aparentemente influenciam na interagdn o hospedeiro, muitas vezes
conferindo um fendtipo mais patogénico por pernatrfungo aderir com maior facilidade
aos tecidos do hospedeiro, vem colaborando paraaior entendimento da instalacao do
fungo e desenvolvimento da PCM.

Embora os mecanismos de adesdo e infeccd®. deasiliensispermanecam ainda
pouco esclarecidos, € aceito atualmente que aidapacdeP. brasiliensisde aderir aos
tecidos do hospedeiro seja um fator importante pastabelecimento da doenca.

Estudos prévios demonstraram que a triose foséamimerase dé°. brasiliensisé
reconhecida por anticorpos presentes no soro denpas portadores de PCM, e esta
preferencialmente expressa na fase levedurifornferdyp. Devido ao interesse de descrever
novas moléculas antigénicas, potencialmente askxcia interacdo do fungo com o
hospedeiro, e visto que, outras moléculas anteeptenevidenciadas como constitutivas no
proteoma do fungo tem apresentado comportameradekna, é que resolvemos avaliar esta
proteina antigénica do fungo no presente trabatho relacdo a sua provavel capacidade de

se ligar a alguns componentes de MEC, semelhanigas adesinas descritas na literatura.
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Desta forma, a partir da sequéncia completa de clbdificante para a proteina
PbTPI e a obtencdo da proteina recombinante paddic descrita por ndés em trabalhos
anteriores, € que estabelecemos as condicdesignigige tornariam possivel analisar
funcionalmente a proteina nativa quanto a sua sg@oee localizacao celular.

Devido a recentes caracterizacbes de proteinagéaitas, que anteriormente
acreditava-se serem apenas enzimas presentesoptagiha, como promissoras moléculas
envolvidas no processo de adesao a tecidos dodwep@or P. brasiliensise também por
outros fungos patogénicos, é que utilizamos a Pbdd@imbinante em experimentos capazes
de avaliar o seu possivel comportamento de adesina.

A frutose bifosfato aldolase d& brasiliensisapresentou-se também, como molécula
promissora no estudo de novos antigenos do fumgalosadotada como parte adicional do
trabalho experimental proposto inicialmente patasa, devido a esta proteina ser também,
uma enzima de via glicolitica como a TPI, e apriesedescricdes na literatura como

molécula antigénica presente em outros organisiatog)@nicos.
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lIl - OBJETIVOS

O estudo de moléculas envolvidas na interacdo eatbbospedeiro € um dos
principais interesses de nosso grupo de trabalho.
Visando este enfoque, o presente estudo tevegasges objetivos:
1- Caracterizacao funcional da Triose Fosfato Isaseedd. brasiliensis
1.1- Purificacdo da proteina recombinante TPIRdebrasiliensise producdo de
anticorpos policlonais especificos.
- Estratégias:
v Expresséao heterdloga da proteina PbTPI em sidtantariandescherichia coli
(linhagen XL-1b);
v' Purificacdo da proteina recombinante em condicGeslesnaturantes através de
cromatografia de afinidade.
v Inoculacdo da proteina recombinante purificada emlhos, associada ao
adjuvante completo de Freund, através de via stinea.
1.2- Localizacdo da TPl em células leveduriformeB.corasiliensis
- Estratégia:
v Imunocitoquimica realizada com o anticorpo antiPbdtravés de microscopia
eletronica de transmisséo.
1.3- Avaliar a capacidade da PbTPI recombinantdigagtia de se ligar a componentes
da matriz extracelular.

- Estratégias:
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Avaliacdo da capacidade de ligacdo da proteinamigo@ante purificada a
culturas celulares (Vero e A549) - “Experimentdodeling”;

Ensaio de interacdo da proteina recombinante imabdd em membrana de
nitrocelulose com componentes de MEC (lamininapfibctina, e colageno tipo

| e tipo IV) - experimento de “Far-Western blottfing

1.4- Avaliar a influéncia da PbTPI recombinanteifm&rda e do anticorpo policlonal

anti-PbTPI, nos processos de adesao e invasBolatasiliensisa culturas celulares.

- Estratégias:

v Contagem do numero de células leveduriformed? dérasiliensisaderidas a

monocamada de duas linhagens celulares, pneumoecitb49 e células Vero,
previamente tratadas com a PbTPI recombinanteigadd, em comparacao a
controles néo tratados;

Contagem do numero de células leveduriformesPdebrasiliensis tratadas
previamente com o anticorpo anti-PbTPI, apds incib&om a monocamada de

células A549 e Vero, em comparacao com controlésveeluras ndo tratadas.

2- Caracterizacao da proteina Frutose 1,6-bifoghtolase 1 dd°. brasiliensis

2.1- Expressédo heteréloga do cDNA completo que ficadipara FBA1l deP.

brasiliensise purificacdo da proteina recombinante.

- Estratégias:

v

v

Clonagem do cDNA completo da PbFBA1 em vetor deesgéio (pGEX4-T3 -
GE Healthcare) e da expressao da proteina de &ms&o coli (XL-1b);
Purificacdo da proteina recombinante em condicéeslesnaturantes atraves de

cromatografia de afinidade.

2.2- Producédo de anticorpos policlonais, anti-PbEBAcombinante e andlise de
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reconhecimento a proteina nativaRidrasiliensis

- Estratégias:

v Inoculacédo da proteina recombinante purificada amundongo, associada ao
adjuvante completo de Freund, através de via sténea.

v" Western blotting realizado com extrato de protegmgveis, obtido de ambas as
fases do fungo.

2.3- Detrminar a localizagéo celular da FBA Bnbrasiliensis

- Estratégia:

v Imunocitoquimica realizada com o anticorpo antiBAE através de
microscopia eletronica de transmissédo em ceélulasiigiformes.

2.4- Analisar a reatividade imunologica da proteg@mbinante PbFBAL.

- Estratéegia:

v "Immunoblotting” utilizando soros de pacientes catiagnéstico clinico e

imunologico de PCM.
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Abstract

Paracoccidioides brasiliensis is an important fungal pathogen. The disease it causes,
paracoccidioidomycosis (PCM), ranges from localized pulmonary infection to
systemic processes that endanger the life of the patient. Paracoccidioides brasiliensis
adhesion to host tissues contributes to its virulence, but we know relatively little
about molecules and the molecular mechanisms governing fungal adhesion to
mammalian cells. Triosephosphate isomerase (TPI: EC 5.3.1.1) of P. brasiliensis
(PbTPI) is a fungal antigen characterized by microsequencing of peptides. The
protein, which is predominantly expressed in the yeast parasitic phase, localizes at
the cell wall and in the cytoplasmic compartment. TPl and the respective
polyclonal antibody produced against this protein inhibited the interaction of
P. brasiliensis to in vitro cultured epithelial cells. TPI binds preferentially to
laminin, as determined by peptide inhibition assays. Collectively, these results
suggest that TPLis required for interactions between P. brasiliensis and extracellular

matrix molecules such as laminin and that this interaction may play an important

with epithelial cells; infection.

Introduction

The pathogenic fungus Paracoccidioides brasiliensis causes
paracoccidioidomycosis (PCM), one of the most important
systemic mycoses in Latin America. The severe nature of the
disease and the occurrence of sequelae, frequently causing
pulmonary dysfunction and other disabilities, render it a
pathogen of considerable medical importance. The fungus
is thermally dimorphic, grows as a yeast-like structure in the
host tissue and as mycelium in the saprobic condition. The
mycelial phase produces infective propagules that lodge in
the host alveoli, and adhere and invade the alveolar cells
and/or the basal lamina (Franco & Montenegro, 1994).

The attachment of microorganisms to a biological surface
is a complex process involving specific interactions between
adhesins and complex receptors on host tissues (Finlay &
Cossart, 1997). During their evolution, fungal pathogens
have acquired the ability to exploit cell surface matrix
components as ligands for attachment (Rostand & Esko,
1997). The extracellular matrix of the alveolar basal lamina

FEMS Yeast Res 7 (2007) 1381-1388

role in the fungal adherence and invasion of host cells.

is a complex mixture of molecules, including fibronectin,
laminin, and collagens. Although the matrix is not available
for binding in normal cells, the components can be exposed
after tissue damage resulting from either inflammatory
process or lytic activity by toxins of the microorganism
(Patti et al., 1994).

The adhesion of P. brasiliensis to cells is seen as an
important determinant of pathogenesis. The fungal proteins
functioning as adhesins in P. brasiliensis are just now coming
to light. Some fungal proteins including a glycoprotein of
43kDa (gp43), a 30 kDa protein, proteins of 19 and 32 kDa
and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
have been identified and found to mediate adhesion to
extracellular matrix components and human cells (Vicentini
et al., 1994; Andreotti et al., 2005; Gonzales et al., 2005;
Barbosa ef al., 2006; Mendes-Giannini et al., 2006).

Triosephosphate isomerase (TPI) is an enzyme catalyzing
the conversion of dihydroxy acetone phosphate (DHAP)
to glyceraldehyde-3-phosphate (G3P). The protein was
well characterized in P. brasiliensis by immunoproteomic

@© 2007 Federation of European Microbiological Societies
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analysis; it was originally described in our laboratory as a
fungal antigen reactive with sera of PCM patients and
sequences from N-terminal and internal peptides were
obtained (Fonseca et al., 2001). Subsequently, the cognate
c¢DNA was obtained and the recombinant protein was over-
produced in a heterologous system (Pereira et al., 2004).

It has been reported that pathogen-derived TPI plays an
important role in host—parasite interaction. The immuniza-
tion of experimental animals with monoclonal antibodies to
TPI, with the recombinant protein, as well as with plasmid
DNA, led to a significant protection against schistosomiasis
(Harn, 1987; Miao et al., 1998; Zhu et al., 2006). Recently,
the enzyme was described as a novel binding protein of the
integrin ollb cytoplasmic domain (Liu et al., 20006).

Little is known about molecules related to fungal host-
interaction, such as adhesion molecules and the molecular
mechanisms governing P. brasiliensis adhesion to mamma-
lian cells. With this in mind, we investigated the role of TPI
as a putative novel molecule involved in the fungus interac-
tion with the host. This work describes the production of an
antirecombinant TPl (rP6TPI) polyclonal antibody that
recognizes the native protein in yeast and mycelium, as well
as recognizing the recombinant molecule. Immunoelectron
microscopy was employed to define the TPI subcellular
localization in P. brasiliensis. The PbTPI was detected in the
cytoplasm and in the cell wall of the yeast phase of P.
brasiliensis. TP1 binds preferentially to laminin, as deter-
mined by peptide inhibition assays. Treatment of P. brasi-
liensis yeast cells with the ant-TPl polyclonal antibody
promoted inhibition of interaction of P. brasiliensis to
epithelial cells. Likewise, the treatment of in vitro cultured
epithelial cells with the recombinant protein blocked bind-
ing of P. brasiliensis.

All the data indicate that TPI present on the surface
of P. brasiliensis is able to interact with host extracellular
matrix proteins. This fungal cell-wall characterized protein
could be crucial for the initial fungal adherence and inva-
sion, thus promoting the fungal infection.

Materials and methods

Paracoccidioides brasiliensis isolates growth
conditions and differentiation assays

Paracoccidioides brasiliensis Pb01 strain (ATCC-MYA-826)
has been investigated by our laboratory and was cultivated
for 7 days in semisolid Fava Netto’s medium at 36 °C in the
yeast form and at 22 “C for its mycelia phase, as previously
described (Barbosa et al., 2006). The differentiation was
performed in the same medium above, without agar, by
changing the temperature of the culture from 22 to 36 “C for
the mycelium to yeast transition, as described (Moreira
et al., 2004). The cells were previously grown in liquid
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medium for 18 h before changing the incubation tempera-
ture, which was maintained for 15 days. Aliquots were taken
at different time intervals and processed for further analysis.

Heterologous expression of P. brasiliensis TPI,
recombinant protein purification and antibody
production

The production and purification of the recombinant TPI
was performed as described (Pereira et al., 2004). Briefly, the
c¢DNA was cloned into the EcoRI/Xhol sites of pGEX-4T-3
(GE Healthcare). The recombinant TPI was expressed in the
soluble form by the bacteria and the protein was purified by
affinity chromatography under nondenaturing conditions.
The recombinant protein was used to generate specific
rabbit polyclonal serum. The rPbTPI (300 pg) was injected
into rabbit with Freud’s adjuvant, three times at 2-week
intervals. The obtained serum, containing specific anti-TPI
polyclonal antibodies, was sampled and stored at — 20 C.

Preparation of fungal cell extracts

Yeast and mycelial protein crude extracts were obtained as
described (Barbosa et al., 2006). Two types of extracts were
produced: (1) a total cell homogenate and (2) a cell-free
homogenate. For the preparation of total cell homogenate,
mycelium and yeast cells were frozen and exhaustively
ground with mortar and pestle in the presence of protease
inhibitors. The mixture was centrifuged (12000g) at 4 °C
for 10 min, and the supernatant was used. The cell-free
extracts of the yeast cells were obtained as described
(Barbosa et al., 2006). In brief, yeast cells of P. brasiliensis
(300 mg) were resuspended in 1.0mL of 10 mM phosphate-
buffered saline (PBS), pH 7.2, and vortexed for 30s. The
cells were centrifuged (5600¢) for 1min, and the super-
natant was collected and used for further analysis. The
protein content of samples was determined.

Determination of TPI specific activity

The enzymatic activity was determined by coupling the
conversion of dihydroxyacetone phosphate to glyceralde-
hyde 3-phosphate, as described (Plaut & Knowles, 1972).
The increase in the absorbance at 340nm caused by the
reduction of NAD was monitored. One activity unit (U) is
defined as the conversion of 1 pmol substrate min" at 25 “C.
The reaction mixture was composed of 100 mM triethanola-
mine buffer, pH 7.6, 5mM EDTA, 0.2 mM NAD, 20 g mL™!
ImM dihy-
droxyacetone phosphate, and 20 pL (at a concentration of
1.5mgmL™) of cell extracts. The substrate dihydroxyace-

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,

tone phosphate was solubilized in triethanolamine buffer,
as described above. The concentration of NADH and
the specific enzymatic activity were estimated using the

FEMS Yeast Res 7 (2007) 1381-1388
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extinction coefficient of the product (£340=6220 Mcm™).
Chemicals used in the enzymatic assay were from Sigma
Chemical Co. (St Louis, MO).

Western-blot analysis

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was
carried out and the proteins were electrophoretically trans-
ferred to a nylon membrane, according to standard proto-
cols. TPI was detected with the polyclonal antibody (1 : 1000
diluted). The reaction was revealed with 5-bromo-4-chloro-
3-indolylphosphate/nitroblue tetrazolium (BCIP/NBT).

Ultrastructure of the yeast cells and
immunocytochemistry of TPI

For the ultrastructural and immunocytochemistry studies,
we employed the protocols previously described in Barbosa
et al. (2006). After fixation of the yeast cells, ultrathin
sections were stained with 3% (w/v) uranyl acetate and
lead citrate.

For ultrastructural immunocytochemistry studies, the
ultrathin sections were incubated for 1h with the polyclonal
antibody raised against the recombinant TPI (diluted 1:100)
and for 1 h at room temperature with the labeled secondary
antibody rabbit IgG, Au-conjugated (10 nm average particle
size; 1:20 dilution). The grids were stained as described
above and observed with a Jeol 1011 transmission electron
microscope (Jeol, Tokyo, Japan). Controls were obtained.

Affinity ligand assays

Far-Western assays were carried out as previously described
(Guichet et al., 1997; Barbosa et al., 2006). Recombinant TPI
was submitted to SDS-PAGE and blotted onto nitrocellulose
membranes, which were assayed for laminin and fibronectin
binding as follows. The membranes were incubated with
30 pglamininmL ™" or 30 ugfibronectinmL ™, for 90 min.
The blots were sequentially incubated with rabbit antibodies
antilaminin or antifibronectin (1:100 diluted) and with
peroxidase-labelled goat antirabbit immunoglobulin (1: 1000
diluted). The reactive bands were developed with hydrogen
peroxide and diaminobenzidine. Controls were obtained.

Binding assays of recombinant PbTPI to in vitro
cultured A549 pneumocytes and Vero cells

Type II pneumocyte line A549 from the American Type
Culture Collection (ATCC CCL185, Manassas, VA) and
African green monkey kidney cells (Vero cells, ATCC
CCL81) were used in the experiments. Briefly, the A540
pneumocytes and Vero cells were maintained in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) and Medium 199 (Sig-
ma), respectively, both supplemented with 10% (v/v) heat-
inactivated fetal calf serum. Monolayers of cells were in-
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cubated with 50 ugmL™" of P. brasiliensis recombinant TPI
at 36 “C for 5 h. Distilled water was added for 4 h and the cell
lysates were fractionated by electrophoresis (12% SDS-
PAGE). Proteins in the gel were electrotransferred to mem-
branes. Western blot analysis was performed as described
before. Negative controls were obtained by analyzing the
supernatant of lysed cells not preincubated with the recom-
binant TPI, as well as by coating the cell culture flask with
50 ugmL " of TPI.

Interference of TPl and polyclonal antibody in
interaction of P. brasiliensis to in vitro cultured
cells

A549 pneumocytes and Vero cells were incubated for 1 h at
36°C with the recombinant TPI at 50 ugmL ™" in 10 mM
PBS. After washing the cells in the respective culture
mediums 1 x 10° yeast cells of P. brasiliensis were added to
the cultures. Incubation was performed for 5h at 36 "C, as
previously described (Barbosa et al., 2006). In parallel,
1 x 10% yeast cells of P. brasiliensis were incubated for 1 h at
36°C with the polyclonal antibody anti-TPI (1:1000 di-
luted). Cells were washed and allowed to interact with the
A549 pneumocytes or Vero cells. Three types of control
experiments were performed: (1) with yeast cells not pre-
incubated with the recombinant TPI protein; (2) with yeast
cells not preincubated with the anti-TPI antibody and (3)
with yeast cells preincubated just with bovine serum albu-
min (BSA), at 50 pgmL~". The number of P. brasiliensis yeast
cells interacting with the in vitro cultured epithelial cells was
determined, as described (Esquenazi et al., 2003; Mendes-
Giannini ef al., 2004). Results are presented as the means of
counts performed three times with SDs included.

Inhibitory effects of synthetic peptides on
binding of TPl to pneumocytes

A549 epithelial cells at 1 x 10°cellsmL™" were grown in
microtitre plates, for 24h in DMEM as described above.
The cells were fixed in solution containing paraformalde-
hyde (v/v) 4%, washed and blocked in PBS containing 10%
fetal calf serum for 1h at room temperature. The cells were
incubated with the recombinant TPI at 50 ugmL ™", in the
presence and absence of individual synthetic peptides
(200 pg mL™), (Manque et al.,, 2000). After 1h at 36 °C,
cells were washed with PBS and incubated with the poly-
clonal anti-TPI antibody (1:1000 diluted). After washing,
the cells were incubated with the peroxidase-labelled goat
antirabbit IgG (1:3000 diluted). Semiquantitative analysis
was conducted by the addition of the peroxidase substrate
(hydrogen peroxide/diaminobenzidine) to the wells and by
the determination of the ODyg ym. The peptide fragments
Arg—Gly—Asp—Ser (RGDS) from fibronectin, Arg—Gly—Asp
(RGD), from fibronectin and laminin and Tyr—Ile—
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Gly-Ser-Arg (YIGSR) from laminin were used in the
experiments. As a negative control, TPI was omitted and
replaced by PBS.

Statistical analysis

Results are expressed as the mean + SE of the mean of three
independent experiments. Statistical analysis was performed
using anova (F-test followed by Duncan test). P-values of
0.05 or less were considered statistically significant.

Results

Production of polyclonal antibody and analysis
of TPl accumulation in P. brasiliensis

The ¢DNA encoding the P brasiliensis TPI (GenBank
accession number AY250089) was overexpressed into bac-
terial cells. After induction with IPTG, a 56-kDa fusion
recombinant protein was detected in the bacterial lysates
(Fig. la, lane 2). The fusion protein was cleaved by the
addition of thrombin protease (Fig. 1a, lane 3). As observed,
highly purified protein was obtained that migrated on SDS-
PAGE as a single species of 29kDa. The purified recombi-
nant TPI was used to produce rabbit polyclonal antibody.
The protein total extracts of P. brasiliensis yeast and myce-
lium (Fig. la, lanes 4 and 5, respectively) were visualized
after Coomassie blue staining. Those samples, including the
recombinant TPI before and after thrombin cleavage, were
blotted onto membranes and reacted to the polyclonal
antibody (Fig. la, lanes 6-9). As demonstrated, a single
band of 29 kDa was detected in extracts of both yeast and
mycelium (Fig. 1a, lanes 6 and 7). Recombinant TPI in the
bacterial lysates and purified recombinant TPI were also
recognized as a single band by the polyclonal antibody (Fig.
la, lanes 8 and lane 9, respectively). No cross-reactivity to
the rabbit preimmune serum was evidenced with the
samples (data not shown).

Total cellular extracts from mycelium, mycelium in tran-
sition to yeast at days 1, 7 and 15 after the temperature shift,
were taken and analyzed by one-dimensional gel electro-
phoresis (Fig. 1b, lanes 1-4, respectively). The samples were
run in parallel and transferred to membrane to react with
the polyclonal antibody (Fig. 1b, lanes 5-8). The native
protein is weakly accumulated in the mycelia phase (Fig. 1b,
lane 5) and its expression is progressively increased during
the transition to yeast (Fig. 1b, lanes 6-8).

Detection of TPl protein by immunoelectron
microscopy of P. brasiliensis yeast cells

Immunocytochemistry experiments were performed to de-
fine the cellular localization of the TPI protein in yeast cells.
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Fig. 1. Recognition of P brasiliensis TPI by the rabbit polyclonal antibody
and protein expression during fungal dimorphic transition. (a) Recombi-
nant and native TPl are recognized by the polyclonal antibody. Escherichia
coli XL1-Blue cells harbouring the pGEX-4T-3-TPI plasmid were grown at
30°C to an Aseonm Of 0.6 and harvested after (lane 1) a 2 h incubation
with 0.1 mM IPTG. Lane 2 — the affinity-isolated recombinant TPI. Lane 3 —
the recombinant fusion protein cleaved by thrombin. Lane 4 - protein
extracts from yeast (30pg), Lane 5 — protein extracts from mycelium
(30pg). The proteins were fractionated by one-dimensional gel electro-
phoresis and stained using Coomassie blue. Lanes 6-9 — Western blot
analysis of the native and recombinant TPl. The same samples and
quantities of proteins were fractionated (12% SDS-PAGE) and transferred
to membrane. Lane 6 — protein extracts from yeast. Lane 7 — protein
extracts from mycelium. Lane 8 - E. coli transformed with pGEX-4T-3-TP|
total extract; Lane 9 — the recombinant fusion protein cleaved by
thrombin. The blots were reacted to the polyclonal anti-TPI antibody.
Molecular size markers are indicated. Arrows indicate the recombinant
fusion protein and the native TPI. (b) Analysis of the expression of TPI
during the transition from mycelium to yeast in P brasiliensis. The proteins
(30pg) were fractionated by one-dimensional gel electrophoresis and
stained using Coomassie blue. Lane 1 — mycelium. Lanes 2—4 — mycelium
in transition to yeast after 1, 7 and 15 days of the temperature shift,
respectively. Lanes 5-8 — The same protein extracts (lanes 1-4) were
probed to the anti-PbTPI polyclonal antibody. Reactions were performed
as described.

Electron microscopy of conventionally embedded cells re-
vealed the ultrastructure of the P. brasiliensis yeast form (Fig.
2a). In yeast cells processed by the postembedding method,
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Fig. 2. Immunoelectron microscopy detection
of TPIin P, brasiliensis yeast cells by postembed-
ding methods. (a) Transmission electron micro-
scopy of P brasiliensis yeast cells; nucleus (n),
intracytoplasmic vacuoles (v) mitochondria (m).
The plasma membrane (arrow) and cell wall (w)
are also shown. (b) Gold particles (arrowheads)
are observed at the fungus cell wall (w) and in
the cytoplasm (double arrowheads). Bars, 1um
(a), 0.2 um (b).

gold particles were present in cytoplasm and the cell wall
(Fig. 2b). Control samples not exposed to the poly-
clonal antibody, as well as sample incubated with the
rabbit preimmune serum, prior to the incubation with the
gold-conjugated antibody were free of label (data not
shown).

Enzymatic activity of native and recombinant
TPI of P. brasiliensis

As the TPL of P. brasiliensis was found to be localized both at
the cell wall and internally in the cytoplasm, we attempted to
evaluate the enzymatic activity of the native protein in total
cellular extracts of yeast and mycelium, as well as in the cell-
free extract of yeast cells, which corresponds to the most
superficial components of the cell wall. Also the recombi-
nant protein was assayed for its enzymatic activity. Table 1
contains the results of these experiments. The TPI specific
activity was substantially higher in the yeast cells when
compared with mycelia, in agreement with the higher
amount of the protein in the parasitic phase, as demon-
strated by Western blot analysis. Additionally, the cell-free
extract fraction exhibited a high specific activity of TPI,
corroborating the high amount of gold particles found in
the fungal cell wall by the immunoelectron microscopy
experiments. The recombinant molecule presented the high-
est activity in the tested samples.

Binding of recombinant TPI to extracellular
matrix proteins and to in vitro cultured A549
pneumocytes and Vero cells

The ability of the recombinant TPI of P. brasiliensis to
bind laminin and fibronectin was determined by far-
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Table 1. Analysis of the enzymatic activity of the native and
recombinant P, brasiliensis TPI

PbTPI specific activity

Protein source (U mg’1 protein)®

Yeast ‘cell free’ extract 2.02+0.0075
Yeast 1.94+0.0059
Mycelium 0.6+ 0.0038
Purified recombinant TPI (rPbTPI) 18.84+£0.0015

*One activity unit (U) is defined as the conversion of 1umolsub-
strate min~' at 25°C. Activities are means of three independent
determinations.

Western blotting assays (Fig. 3a). The recombinant protein
manifests the ability to bind to laminin (Fig. 3a, lane 2) and
fibronectin (Fig. 3a, lane 3). The positive control was
developed with the anti-TPI polyclonal antibody (Fig. 3a,
lane 1). Negative controls were obtained by incubating
the recombinant molecule with just the secondary anti-
body or in the absence of the extracellular matrix proteins
(data not shown). An additional control demonstrated
the specificity of the binding of TPI to the extracellular
matrix proteins, as no reactivity between BSA and the
extracellular matrix proteins was demonstrated and the
polyclonal antibody to TPI did not present cross-reactivity
to BSA (data not shown). The adhesin characteristic of TPI
was also evaluated by interaction of the recombinant protein
with pneumocytes and Vero cells (Fig. 3b and ¢, respec-
tively). The purified protein behaved as an adhesin, binding
to the in vitro cultured cells (Fig. 3b and c, lane 2). Negative
and positive controls were developed, respectively, with
pneumocytes A549 and Vero cells not incubated with the
recombinant TPI (Fig. 3b and c, respectively, lane 3), as well
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Fig. 3. Interaction of the rPbTPI to extracellular matrix components and
to the in vitro cultured A549 pneumocytes and Vero cells. (a) The rP6TPI
(0.5 ng) was subjected to SDS-PAGE and electroblotted. The membranes
were reacted with laminin (lane 2) and fibronectin (lane 3) and subse-
quently incubated with the rabbit IgG antilaminin and antifibronectin
antibodies, respectively. Use of peroxidase-conjugated antirabbit 19gG
revealed the reactions. The positive control was obtained by incubating
the recombinant protein with the anti-TPI polyclonal antibody (lane 1). (b
and ¢) Cultured pneumocytes (b) and Vero cells (c) were incubated with
50ug of recombinant TPI for 5h at 36 °C. The cells were lysed, the
supernatant was fractionated by SDS-PAGE and proteins were trans-
ferred to membranes. Detection was performed by incubation with
rabbit anti-TPI polyclonal antibody and subsequent reaction with alkaline
phosphatase-coupled anti-rabbit IgG. The reaction was developed with
BCIP/NBT. Positive control, recombinant protein transferred to the
membranes (lane 1); supernatant of pneumocytes or Vero cells after
incubation of the cells with the recombinant TPl (lane 2); supernatant of
pneumocytes and Vero cells not incubated with the recombinant TPI
(lane 3).

as with the recombinant protein added to the cell cul-
ture flask, in the absence of the cells monolayer (Fig. 3b
and ¢, lanes 1).

b
14

Fig. 4. Interaction assay data and competitive assay with PbTPI and
peptides during the interaction with pneumocytes. (a and b) Histograms
showing the interaction (adhesion plus internalization) of P brasiliensis
yeast cells to pneumocytes A549 and Vero cells, respectively. Prior to
each assay, the yeast cells were treated for 1 h with the anti-TPI polyclonal
antibody (1: 1000 diluted). In another set of experiments the A549 and
Vero cells were pretreated for 1h with 50 ugmL™" of the rPbTPI. The
interaction of P brasiliensis to pneumocytes and Vero cells was analyzed
after 5h (a and b, respectively). Black bars, control; dark grey bars,
epithelial cells treated with the recombinant TPI; light grey bars, Para-
coccidiofdes brasiliensis yeast cells treated with the anti-TPl polyclonal
antibody; white bars, cells treated with BSA. The values represent the
mean +SD of three independent experiments performed in triplicate.
Asterisks denote values statistically different from control at P < 0.0001.
Vertical bars indicate SD. (c) Pneumocyte A549 cells were incubated with
TPI(10ug mL™"); TPI(10 pg mL™") and the synthetic peptides of fibronec-
tin (RGDS and RGD), and laminin (RGD and YIGSR) and anti-PbTPI
antiserum (1:1000). The interaction was visualized using ELISA. The
results were expressed in absorbance units and correspond to mean
values + SD of triplicate experiments. *P < 0.05.
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Inhibitory effects of TPl and polyclonal antibody
on P. brasiliensis interaction to cells and
competitive assay with TPl and peptides during
interaction with pneumocytes

Yeast cells were assayed for the interaction with in vitro
cultured pneumocytes and Vero cells, as shown in Fig. 4a
and b, respectively. Paracoccidioides brasiliensis yeast cells
were treated with the antibody anti-TPI prior to interaction
with the in vitro cultured cells; pneumocytes and Vero cells
were pretreated with recombinant TPI prior to the interac-
tion with P. brasiliensis yeast cells. As demonstrated, the
treatment of pneumocytes with recombinant TPI resulted in
65% inhibition of the adherence and internalization of
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P. brasiliensis to those cells. In addition, the treatment of
P. brasiliensis yeast cells with the polyclonal antibody re-
sulted in 69% inhibition of the adherence and internaliza-
tion to pneumocytes (Fig. 4a). Similar results were obtained
when Vero cells were infected with P. brasiliensis. The
treatment of the epithelial cells with the recombinant TPI
resulted in 73% inhibition of fungal adherence and inter-
nalization. We observed an 85% inhibition of adhesion/
internalization with the treatment of the yeast cells with the
polyclonal antibody (Fig. 4b).

As laminin and fibronectin bind to immobilized TPI we
attempted to evaluate whether peptides of those molecules
had the ability to inhibit TPI binding to in vitro cultured
pneumocytes. Competitive binding was performed with
synthetic peptides corresponding to the adhesive recogni-
tion sequences of fibronectin and laminin, as shown in
Fig. 4c. The peptide RGDS from fibronectin exhibited a
small inhibitory effect (P > 0.05) on the binding of TPI to
in vitro cultured pneumocytes. Synthetic peptide RGD, from
fibronectin and laminin, inhibited the interaction of TPI
with the cultured pneumocytes by 36.0% (P < 0.05), as
shown. The peptide YIGSR, from laminin, showed an
inhibitory effect of 44.1% (P < 0.05).

Discussion

In the present study we have investigated the role of TPI as
an adhesin putatively involved in host cell binding. The
fungal cell wall is the initial site of interaction between
fungal cells and their host and thus is a key structure for
entry and infection. Although not formally considered an
intracellular pathogen, P. brasiliensis can enter epithelial cells
(Hanna et al., 2000; Mendes-Giannini et al., 2000). Endocy-
tosis of this fungus requires intact epithelial cell microfila-
ments and microtubules and triggers host-cell apoptosis
(Mendes-Giannini et al., 2004). Although the invasion of
nonphagocytic cells is likely central to the pathogenesis of
the disease, there is a paucity of knowledge about the fungal
surface proteins that induce invasion, as well as the host-cell
receptors to the fungal adhesins.

In addition to a cytoplasmic location, the TPI of
P. brasiliensis is present at the fungal cell wall. Despite its
external location, the protein lacks an N-terminal signal
peptide, as previously demonstrated (Fonseca et al., 2001;
Pereira et al., 2004). Evidence has been accumulating using
as current models Saccharomyces cerevisine and Candida
albicans, clearly showing that many proteins that lack an N-
terminal peptide also reach the cell surface. Of special note,
many of those surface proteins lacking the N-terminal signal
peptide are also found in the cytoplasm, where they perform
well-known functions (Nombela et al., 2006). Some of those
nonconventionally secreted proteins are involved in binding
to host components (Gozalbo ef al., 1998). In regard to
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P. brasiliensis, we have demonstrated that two adhesins,
glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase  (GAPDH)
(Barbosa et al.,, 2006) and TPI, described here, do not
present canonical sequences to surface trafficking. In addi-
tion to its probable binding to host-cell components med-
iating fungal adhesion and invasion, TPI exhibits enzymatic
activity at the cell wall, as demonstrated in this work.

Adhesion encoding genes are not constitutively expressed,
but in general are activated by diverse environmental
triggers (Cheng et al., 2005). We demonstrated that the
expression of TPI is developmentally regulated in P. brasi-
liensis, with expression increasing as the fungus adopts the
pathogenic yeast-like morphology. Data on TPI enzymatic
activity corroborate the Western blot result.

The ability of P. brasiliensis to colonize host tissues may be
facilitated by fungal surface proteins with high affinity to
extracellular matrix molecules, and the outcome of such
colonization depends largely on the receptor/ligand interac-
tions between the host cells and the fungus. As it has been
proposed that initial infection of P. brasiliensis originates in
the lung following inhalation of airborne conidia (Franco
et al., 1994), the fungal ability to initiate infection may be
due to the adhesion of its spores to both extracellular matrix
molecules and lung epithelial cells. The TPI can be involved
in the interaction of P. brasiliensis with the extracellular
matrix components laminin and fibronectin, as inferred by
the adhesion experiments of those molecules with immobi-
lized TPI. The recombinant TPI and the polyclonal antibody
raised against the molecule were able to interfere with the
interaction of P. brasiliensis to in vitro cultured epithelial
cells. Competitive assays with the RGD peptide, part of the
laminin and fibronectin molecules, reduced by 36.0% the
adhesion of TPI to pneumocytes. On the other hand, YIGSR
derived from the laminin reduced the binding by 44.1% and
RGDS did not reduce significantly the adhesion of TPI to
pneumocytes. On the basis of those findings we can spec-
ulate that laminin mainly mediates the adhesion of TPI to
the epithelial cells.

Recognition and binding to the host cells is a key step
in the pathogenesis of many fungi, and consequently the
characterization of novel adherence molecules and identifi-
cation of the molecular basis of P. brasiliensis attachment to
host cells remain important objectives.
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V- RESULTADOS COMPLEMENTARES

Resultados de experimentos realizados durante o pedo de prorrogacédo do

prazo requerido para término do curso de doutorado

No presente trabalho apresentamos resultados dagalot da proteina recombinante
PbFBAL. A proteina recombinante foi obtida atragésexpressao heterdloga @émcoli, e
posteriormente utilizada na imunizagdo de camuna®rgm intuito de se obter anticorpos
especificos. O anticorpo policlonal obtido foi izdldo para identificar a FBA nativa em
extrato protéico total de. brasiliensis A localizacédo celular da aldolase Rlebrasiliensigfoi
realizada, utilizando-se o anti-PbFBA1 em experimeate imuno-citolocalizagdo de células
leveduriformes do isolado Pb0l. A analise da rete imunologica da PbFBAL
recombinante foi realizada com soros de paciertdaqores de PCM.

Os experimentos iniciais de caracterizacdo da PAF@#P. brasiliensis bem como
de cristalizacdo da proteina recombinante PbTRinforealizados paralelamente ao projeto
principal proposto inicialmente para o curso de tbmado, e os resultados séo apresentados e

comentados a seguir, seguindo a ordem das figuras:
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V.1- Expressao e purificacdo da PbFBAL recombinante

Metodologia:

Expressao heterologa do cDNA codificante da PbFBAL:

- Clonagem em vetor de expressao pGEX-4T-3 (AmershBiosciences) do cDNA
completo d&Pbfbal de 1083 pb, descrito por Carnedtal (2005) — dado ndo mostrado;

- Inducédo da expressao heteréloga da proteinasée fm sistema bacteriaBocoli XL-

Ib com 0,2 mM de IPTG por 2 horas &30~ Figural, linha2;

- Purificacdo da proteina recombinante atravésramatografia de afinidade a GST, em
coluna contendo glutationa posterior clivagem e@sita da proteina de fusdo com trombina
protease — Figura 1, linha 5.

A proteina recombinante purificada obtida por espéie heteréloga no presente trabalho
apresenta 0 mesmo peso molecular calculado paflgrsdg de aminoacidos predita da
Pbfbal descrita por Carneirt al (2005) e da frutose bifosfato aldolase nativdats® por

Fonsecat al (2001).
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Figura 1 — Eletroforese em gel de poliacrilamida d&@bFBA1 recombinante expressa em

E. coli. Os extratos protéicos foram fracionados por SBG&P 12%, e posteriormente
corado com Comassie blue. Linha 1- extrato protdeh. coli transformada apenas com o
vetor; Linha 2 —E. coli transformada com pGEX-4T-3PbFBAL e incubada cdmniy de
IPTG por 2 horas; Linha 3- Sobrenadante obtidoréirpgia lise celular de suspensao ke
coliem PBS 1X, transformada com o vetor pGEX-4T-3PbFBAdha 4- Proteina de fuséo
PbFBA1-GST obtida por cromatografia por afinidadencglutationa; Linha 5- PbFBAL1
recombinante purificada apds clivagem da proteieafusdo com trombina protease. O
marcador de peso molecular esta evidenciado a relsgees setas a direita mostram 0s pesos
moleculares calculados da proteina de fusdo PbRB3I- e PbFBAl recombinante

purificada, 66 kDa e 39 kDa respectivamente.

kDa 1 2 3 4 5

|

116,0—

66,2—
&— 66

45,0—

&« 39
35,0—

25,0—

48




Caracterizagado funcional da proteina Triose fosfasomerase de Paracoccidioides brasiliensis comipcial adesina
Luiz Augusto Pereira

V.2- Andlise de especificidade do anticorpo polictal anti-PbFBAL

Metodologia:

1- Producao de soro policlonal em camundongo atitio, anti-PbFBA1 recombinante:

- Inoculacdo da proteina recombinante purificadaBA1 (200 microgramas), associada
ao adjuvante completo de Freund, em camundongayéatrde via sub-cutanea em trés
imunizacgdes (0, 15 e 30 dias);

- O soro pré-imune foi obtido do animal antes dagira imunizagéo;

- O soro imune foi obtido a partir do sangue tokalanimal sacrificado apds 60 dias e
armazenado a -2G.

2- Anadlise de reconhecimento especifico da frutmfesfato aldolase recombinante e
nativa deP. brasiliensigpelo soro policlonal:

- O isolado Pb 01 foi crescido em meio Fava-Ne26°€ e 27C;

- Os extratos protéicos totais das fases micekaleveduriforme do isolado Pb01 foram
obtidos segundo Fonseetal (2001) e fracionados por SDS-PAGE 10% - Figuralkma 1
e 2;

- As proteinas fracionadas foram transferidas pambrana de nitrocelulose e utilizadas
em experimento de Western blotting com soro poatalcanti-PbFBA1 (1:1000), segundo
Fonsecat al (2001) — Figura 2B, linhas 1 e 2.

- A PbFBAL1 recombinante purificada e o sobrenadabtelo a partir da lise celular de
suspensao d&. coli em PBS 1X transformada com o vetor pGEX-4T-3PbFB&hm
fracionados por SDS-PAGE 10%, Figura 2C, linhas2l lRosteriormente as proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose e auagh com anti-PbFBA1l (1:1000) e
conjugado acoplado a fosfatase alcalina. A revelad@ conjugado foi realizada com

substrato cromogénico NBT-BCIP — Figura 2D, linhas?2.
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As proteinas reconhecidas nos extratos protéicosndieas as fases do fungo pelo
anticorpo apresentam mesmo peso molecular quet@sdribifosfato aldolase descrita por
Fonsecat al (2001).

A producédo do soro policlonal em camundongo utidm PbFBA1 recombinante foi
realizada no Laboratorio Interdisciplinar em DoedgaChagas da Universidade de Brasilia,

pelo Prf. Dr. Jaime Martins de Santana.
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Figura 2 — Western blotting com anticorpo policlona anti-PbFBA1. A e C mostram o
fracionamento de extratos protéicos através de BRSE 10% corado com Comassie blue.
B e D correspodem as membranas de nitrolelulosierndo as proteinas transferidas dos géis
mostrados na Figura 2 A e C, respectivamente. &iguiinha 1 — Extrato protéico total de
células leveduriformes de Pb01, 30 microgramasyrgig, linha 2 — Extrato protéico total de
células micelianas de Pb01, 30 microgramas; Fidgirdinhas 1 e 2 — Membrana de
nitrocelulose contendo os extratos protéicos deaanals fases do fungo, incubada com anti-
PbFBA1 (1:1000) e conjugado acoplado a fosfatasaliah; Figura C, linha 1 — PbFBAL
recombinante purificada, 0,5 microgramas; Figuranba 2 — Sobrenadante da lise celular de
E. coli transformada com o vetor pGEX-4T-3PbFBAL1, 10 ngcamas; Figura B, linhas 1 e
2 - Membrana de nitrocelulose incubada com antiBA3dF(1:1000) e conjugado acoplado a
fosfatase alcalina. Os marcadores de peso moleesii@n evidenciados a esquerda e as setas
a direita mostram os pesos moleculares calculadqeateina de fusdo PbFBA1-GST — 66
kDa, PbFBA1l recombinante purificada e as proteinatvas do fungo — 39 kDa,

reconhecidas especificamente pelo anticorpo aiBRb.

A B C D

kDa 1 2 kDa 1 2 1 2

116 116 -

66,2 - 66,2 - | « 66
1 2 -

45 - 45 - §
— |« 39 E - « 39

35 - 35 -

25 - 25 -
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V.3- Reatividade Imunologica da PbFBAL recombinante

Metodologia:

Andlise da reatividade imunolégica da PbFBA1 redoantite através de Imunoblotting
com soro de pacientes com PCM e de individuos saigla

- A PbFBAl recombinante purificada foi fracionadar pSDS-PAGE 10% e
posteriormente transferida para membrana de nitlose;

- As membranas foram incubadas separadamente cars de pacientes (1:100) com
diagndstico clinico e laboratorial de PCM (Figufg Bnhas 1 a 12) e com soro de individuos
saudaveis (Figura 3B, linhas 1 a 6) e posteriormm@mm conjugado anti-IgG humano
acoplado a fosfatase alcalina (Gibco BiRLsegundo Fonseat al (2001). A revelacdo do
conjugado foi realizada com substrato cromogénisdBCIP.

A proteina recombinante PbFBAL1 apresenta reatieidagunologica com anticorpos
presentes no soro de pacientes com PCM, semelbapteteina nativa com mesmo peso

molecular descrita por Fonsesiaal (2001).
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Figura 3 — Imunoblotting da PbFBA1 recombinante comsoro de pacientesA PbFBA1
recombinante (0,5 microgramas) foi submetida a 8B&E 10% e posteriormente tranferida
para membrana de nitrocelulose. As membranas fanaobadas separadamente com 12
soros de pacientes com PCM (diluicdo 1:100) — Bi@A, linhas 1 a 12, e com 6 soros de
pacientes saudaveis (diluicdo 1:100) — Figura Biak 1 a 6. ApOs a reacdo as membranas
foram incubadas com conjugado anti-lgG humana adoptom fosfatase alcalina (diluicdo
1:1000) e a reacéo foi revelada com NBT/BCIP. @peslecular da PbFBA1 recombinante

esta evidenciado a esquerda.

A B

1234567 8 9 101112 123456

oH = - ] [[]]
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V.4- Localizacao celular da FBA deéP. brasiliensis

Metodologia:

A localizacdo da frutose bifosfato aldolase Be brasiliensisfoi realizada através
imunoeletromicroscopia de transmisséo utilizandmticorpo anti-PbFBAL e um conjugado
anti-mouse acoplado com particula de ouro.

- Células leveduriformes de. brasiliensis crescidas a 3&€ por 7 dias, foram fixadas e
preparadas em resina para microscopia, segundo$eatal (2006);

- Os cortes intactos foram observados em microsapiransmissao eletrénica Jeol 1011
(Jeol, Tokyo, Japan) para avaliacdo das estrutetakares — Figura 4A;

- A analise imuno-citoquimica dos cortes foi remdia apds incubacdo de 1 hora com
anticorpo anti-PbFBA1 recombinante (diluido 1:108) posteriormente com anticorpo
secundario (anti-mouse IgG, acoplado a particulawe coloidal, 10 nanémetros; diluido
1:20), seguida de tratamento para evidenciacapatéisulas, segundo Barbasiaal. (2006);

- A observacdo dos cortes tratados com o anticéupid-PbFBA1 foi realizada em
microscépio de transmissao eletrénica Jeol 101dl,(Jekyo, Japan) para observacdo das
particulas de ouro (Figura 4 B e E). Os controtgar incubados com soro pré-imune de
camundongo (diluido 1:100), seguido do anticorprusédario (Figura 4C) e somente com 0
anticorpo secundario (Figura 4D).

A observagdo das particulas de ouro nos cortesdtratcom o anticorpo anti-PbFBAL
recombinante evidenciou a localizagdo da frutodestsito aldolase dd°. brasiliensis
essencialmente no citoplasma das células levedmeét

A identificac@o desta proteina no citoplasma dadasfoi comparada com os resultados

de “Western blotting” realizados com extrato detgirtas citoplasmaticas soluveis obtido por
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maceracdo mecanica de células leveduriformes thedisdb01, lavadas exaustivamente com
tampéo PBS 1X e extrato “cell free” preparado sdgulindreottiet al (2005). A proteina de
peso molecular 39 kDa foi observada somente natextle células leveduriformes e ndo no
extrato “ cell free” (dados ndo mostrados).

Os dados do experimento de citolocalizacdo da deutbifosfato aldolase dB.
brasiliensis foram obtidos em colaboracdo com a colega de dmlgoMonica Santiago
Barbosa e a Pif Dr”. S6nia Nair Bao do Laboratério de Microscopia Bleica da

Universidade de Brasilia.
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Figura 4- Imuno-citolocalizagdo da FBA em céula leveduriforme de P. brasiliensis. A-
célula leveduriforme do isolado Pb01; B- Célula leveduriforme tratada com anticorpo anti-
PbFBA1 e conjugado acoplado a particula de ouro; C- Controle tratado com soro pré-imune
de camundongo; D- Controle tratado somente com conjugado; E- Detalhe de regi&o da Figura
4B em aumento de 10X. As estruturas celulares estdo designadas por letras minusculas:
nucleo (n), vacuolo intra-citoplasmatico (v), mitocdndria (m) e parede celular (w). Barras - 1
um (A), 1,3 um (B), 1,2 um (C), 1,2 um (D) € 0.7 um (E). As setas evidenciadas mostram as
particulas de ouro do conjugado reconhecendo o anticorpo anti-PbFBA 1 apenas no citoplasma
da célulaleveduriforme.
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V.5- Cristaliza¢éo da proteina PbTPI recombinante
Metodologia:

Os cristais foram obtidos ap6s Screen 1, em sistemarcial da Hampton reseafeh
Pre-Crystallization Test™, a partir do processdlifiesdo de vapor por gota suspensa. O
método de screen utilizado consiste em colocarl3@8wcondicao testada no pocgo da placa e
em laminula tamanho 22X22 mm com intuito de praduizia gota com 2uL da solucéo da
proteina com 2uL da mesma condicdo aplicada no. iss® procedimento se repete para
todas as 50 condicdes testadas com o sistema dalmerc

Os dados preliminares obtidos do experimento d¢atiracdo da PbTPI recombinante
de P. brasiliensisforam obtidos em colaboracdo com o Prf. Dr. Benfbusa Cavada do

Laboratério de Moléculas Biologicamente Ativas davdrsidade Federal do Ceara.
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Figura 5- Cristais de PbTPI recombinante.Gota de solu¢cdo de PEG 8000 20% observada
em aumento de 20X contendo cristais da PbTPI recamte. A fotografia abaixo mostra a
Unica condicdo (0,2M de Acetato de magnésio tetratddo, 0,1M de Cacodilato de sédio
trihidratado em pH 6,5 e PEG 8000 20%) em que fashtidos cristais de proteina. As setas
simples mostram cristais pequenos e translicidoauos de proteinas. A seta dupla mostra

um cristal opaco e de tamanho maior, comum de sal.
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VI- CONCLUSOES

As conclusdes finais do trabalho séo:

- Diversos organismos, como bactérias, fungos etopodrios apresentam
caracteristica patogénica aos seres humanos devidodeterminante em comum que € a sua
capacidade de ligagdo as moléculas do hospedeeemies na superficie das células e
tecidos. As moléculas dos patégenos responsavessfe funcdo sdo denominadas adesinas
(Soto & Hultgren, 1999). Neste trabalho demos secjaé caracterizacdo da proteina TPI de
P. brasiliensis como adesina potencialmente erd@lnds mecanismos de adesao e invasao,
requeridos durante o processo infectivo do fungpa&ir da sequéncia completa do cDNA
que codifica para a TPl dP. brasiliensise sua consequente expressao heteréloga e
purificagdo da proteina recombinante foi possiaédlavés da imunizacdo em coelhos, a
obtencéo de um anticorpo policlonal que reconhepeaficamente a TPI nativa do fungo.

- O anticorpo anti-PbTPI reconhece a proteina aaim ambas as fases do fungo, o
que favoreceu a analise da expressdo da PbTPI gumsapontos da transicdo da fase
miceliana para leveduriforme através de experingedt Western-blotting. A triose fosfato
isomerase de. brasiliensisesta preferencialmente expressa na fase levedudfdste dado
foi corroborado, com a andlise de atividade enigaatspecifica para TPl em extratos
proteicos de ambas as fazes do fungo, que mostnauaior nimero de unidades enzimaticas
no extrato protéico de levedura do que em mic8aralelamente foi analisada a atividade
enzimatica da TPl dé&. brasiliensisem extratocell free de culturas do fungo na faze

leveduriforme, mostrando a presenca da mesma, qos&velmente nos leva crer que o
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fungo seja capaz de secretar esta enzima.

- Com o intuito de se definir a localizacdo celutte® TPl emP. brasiliensis
realizamos inicialmente experimentos de Westeritibtp utilizando extrato de proteinas
presentes na por¢cao mais superficial da paredargmf Os resultados mostraram a presenca
da TPI no extrato “cell free” obtido de célulasdduriformes dé°. brasiliensis A evidéncia
da localizacdo desta proteina na superficie doofdogconfirmada posteriormente com a
realizacdo de experimentos de imunocitoquimica céesd@ a microscopia eletronica de
transmissdo de células leveduriformes, mostrandoaqiPl esta presente na parede, bem
como no citoplasma do fungo.

- EmboraP. brasiliensisndo seja considerado um organismo intracelulagaidrio,
foi relatado que o fungo pode aderir e invadir leélepiteliaisn vitro e in vivo. Aceita-se
que a adesdo do patdogeno as células do hospedsao usn pré-requisito para o
estabelecimento da infeccdo. Neste trabalho foitnabs através dos resultados de
experimentos de “Western blotting” de afinidade guebTPI recombinante foi capaz de ligar
a laminina e fibronectina, condicdo observada taméi outras proteinas &e brasiliensis
caracterizadas com possiveis adesinas. Foi sugprala habilidade d&. aureusle se ligar a
ambas, laminina e fibronectina, representaria uroamsemo importante pelo qual o micro-
organismo poderia aderir e colonizar diferentegdtscno hospedeiro. Do mesmo modo, a
laminina parece ser importante para a adesa®.derasiliensis(Mendes-Gianniniet al,
2006), podendo participar na disseminacdo e invde@mual por parte desse fungo
(Andreottiet al,, 2005; Vicentinet al, 1994)

- O comportamento de adesina da TPIRdebrasiliensis foi avaliado também pela
interacdo da proteina recombinante com culturadares de pneumdacitos (A549) e células

Vero. Foi verificado que a proteina se liga as laslula monocamada e € detectada por
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“Western blotting” no extrato total da cultura alatiapos lise osmética. Este comportamento
da molécula reforca a hipotese do seu papel comsiraad Os indicios observados nos levam
a crer que regides especificas da PbTPI, bem camocsenformacédo espacial possam
favorecer a ligacdo da mesma a componentes da ECM.

- Ensaios com células leveduriformes do isoladolRt@-incubadas com anticorpo
policlonal anti-PbTPI mostraram forte inibicdo dieséo e consequentemente internalizacéo
do fungo em culturas celulares de pneumacitos WastMero, sugerindo sua influéncia na
adesdo e invasdo do fungo a tecidos, etapas piardo processo infectivo dB.
brasiliensis

A presenca de PbTPI em quantidades mais signifasatia fase leveduriforme ée
brasiliensisdo que na fase miceliana, sugere um possivel ppdlPl na fase parasitaria
deste fungo. Além disso, esta proteina esta l@ddina parede celular Bebrasiliensisonde
ela foi capaz de interagir com os componentes dsl,E60mo laminina e fibronectina. Os
dados sugerem que a TPI estad potencialmente edsolvds mecanismos de adesdo e
colonizacéo de tecidos, requeridos durante o psode$ectivo do fungo. Esses dados podem
levar a uma melhor compreensédo da interaca®.derasiliensiscom o hospedeiro e da
patogénese da PCM.

- Paralelamente ao projeto principal do doutoradtamos a caracterizacéo funcional
de outra enzima da via glicolitica do fungobrasiliensis a frutose 1,6-bifosfato aldolase 1.
Foi obtida a PbFBA1 recombinante purificada, queesgnta o mesmo peso molecular da
sequéncia predita de aminoacidos Ridbal, descrita anteriormente, bem como da FBA
nativa também descrita. O anticorpo policlonal -&MtFrBA1 produzido em camundongo
reconhece especificamente uma proteina de 39 kRatrato protéico total de ambas as fases

do isolado Pb01. Utilizando-se o anticorpo antiAFE realizamos experimento de imuno-
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citolocalizacéo, evidenciando que esta proteirm@sisente essencialmente no citoplasma do
fungo, confirmada por “Western blotting” realizactam proteinas solUveis de ambas as fases
do fungo. A PbFBALl recombinante € reconhecida purc@pos presentes no soro de
pacientes portadores de PCM e ndo de individuodasais, semelhante a FBA nativa
descrita anteriormente.

Dado os recentes relatos na literatura do papelF&8#s como antigeno em outros
microorganismos patogénicos, acreditamos que estkcuola em P. brasiliens possa
desempenhar importante papel no processo infeetige apresenta ainda como foco de
possiveis estudos para o futuro, necessitando lzag# de mais experimentos para se

avaliar o seu papel funcional.
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VIl - PERSPECTIVAS

A realizacdo desse trabalho permitiu a visualizag@oseguintes perspectivas:

1- Mapear os epitopos da molécula TPI, que efettvdieninteragem com as proteinas

da MEC;

2- Avaliar o potencial papel protetor da TPI comtfaccéo poP. brasiliensisatravés

de PCM em modelos animais;

3- Caracterizar a estrutura tridimensional da PbE®lavés de cristalografia de

proteina (em andamento)

4- Caracterizar enzimaticamente a PbTPI recombendein como a TPI nativa;
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IX- ANEXOS

Anexo |- Sequéncia de nucleotideos do cDNA, do gene androacidos deduzida da
TPI deP. brasiliensis Esta figura é parte integrante do trabalRooteomic identification,
nucleotide sequence, heterologous expression anchumological reactivity of the
triosephosphate isomerase of Paracoccidioides bemsis publicado na revistéMicrobes
and infection6(2004) 892-900.

-80 gtctcctaaaccttcacgaaccatttaattactatatatcctagaaattettatcatttattccegtcaaataaaggata
-19 ataaaattctccagccaccATGCCTCGTAAATTCTTTGTTGGCGGCAACTTCAAGATgtatgtgtgttetgttectgaat
M PREKT FFVGGNTF KM
62 caaaacgtcaaattcgtctctacccacacccaaaatcttcctataacaaccggaaatcacttccactactc
142 aattccattccacccagGAATGGCACCGCTAAATCTATCACCCATATCATCACCAACCTCAACTCTGCCAAGCTTGATCC
14 N GTAZ KOS ITHTITITNTZILNUGSAZ KTLTDT?P
222 TTCCACTGAAATTGTCATCGCCCCGCCTGCAATCTACCTGGTGCTTGCACGACAACTTGCGAACGGCCAAGTCGCCGTTT
3 §$ TETIVIAPZPATILIYTLVILARZ QLA ANGU QVAUV
302 CTGCACAGAATGTGTTTGATAAGCCTAATGGAGCCTTTACTGGGGAGTTGAGCGTGGAACAGCTCAGAGATGAAAARATC

61S A Q NV FDIZ KU&PDNGATFTGETLSV VEZ QTLTR RTIDE K
382 ACTTGGACGTTGGCTGGACATAGCGAACGAAGAGTTTTACTCAGAGAAGATGATGAGgtatgttggatttcttatagtga
85 ENIMTNENANCIENSIENR R v L L R E D D E

462 tgtgtggtgggtgcaagattttgttttcecttaaacactatattatcattttatgeccgaateggteccattttaagtta
542 gtccegttattttccaattccccaacgtgegtgtattgagattegtgatatettecteaactttipactaatiattgteata
622 ccggaatatttagTTTGTAGCACGGAAAACARAGGCTGCCATTAACGGTGGTCTCAATGTAATTCTTTGCATTGGCGAGT
107 F VARIEKTIEXKAAINSGG GTILNV VTITILTC CTIGE
702 CTCTTGAGgtaaactacccaccatttcgatattaaacccttttatgcgagttgaaatatcgaaaacgaaggcaaaacaaa
1298 L E

782 agattctcaggggaacgtgtttcggttgaagcgagacacggtctccatatatagGAACGCGAAGCTGGAAAG
132 E R E A G K
862 ACTATCGATGITGTAACAAGGCAATTGGACGCCGTTGCCGAGGAAGTCTCTCCTGCAGAATGGAATAAGGTCGTCATCGC
138 1 1 0 v v r RECHENSNEENENENNSEENEN v x

942 CTATGAGCCCATCTthaatactgcttctacgtttcattgtctttcaaagaacgaacctacaaaaccactcca

165
1022 cctceccagGGCCATCGGAACGGGCAAGGTCGCCACAACAGAGCAAGCACAAGAAGTGCATGCCTCCATCCGGARATGGE
170 EENGEGENE v A T T EQAQEVHASTIREKTH

1102 TGAATGAGAAAATCTCCCCTGAAGCGGCCGAAAACACCCGCGTTATTTACGGCGGAAGCGTTACGGAGAGCAACTGTCGG
193L N E K I S P EARAENTW RVIYGGSVTETSNDNTCTR
1182 GATCTCGCCGCGCAGCCTGATGTTGACGGGTTTTTGGTGGGCGGAGCTAGTTTARAACCTGCTgtatgttttcacagaat
220 D L. AA Q P DVDGFULV GGASTILIEKU?PA

1262 attgtcatgataggaataccccatcctgcaaacggataaattcaagtcgcag'I'TTGTCGATATCATCAACGCC

241 F Vv DI I N A
1342 CGTTTATAGacggttttggtagttagttcttagttacgacataaaatcecttacggcagaatgacgttttectagteect
248 R L *

1422 cagtttcttttecgetaacactgecataaaagetgatattgggttatgegggtattggaaacctggagacctgacatgga
1502 aatggcctgactttecttgttttgcaattgaaaaatataaaataattaataacactgttcgtcagtgcagtatttatatet

Figure 1. Nucleotide sequences of the cDNA, of the gene theddeduced amino acid &bTPI.
Nucleotide and amino acid humbers are shown orefheThe introns sequences are represented in
lowercase. Nucleotides in bold italics represeatdbnserved 5 and 3 consensus of the intrbine
putative splice boxes in the introns sequencesnar&ed by rectangletinderlined regions represent
the primers used in the amplification of the ddsmli sequences. Numbering for the amino acid
sequence begins at the methionine encoded by the ifiitiation codon and ends at the first
termination codon. Amino acids on gray box represeqguences identified by micro sequencing of
the endoproteinase Lys-C digested peptides of thkD& antigen recognized by serum of PCM
patients.
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