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RESUMO 

 
Paracoccidioides brasiliensis é um importante patógeno humano que causa a 

paracoccidioidomicose (PCM), uma micose sistêmica com ampla distribuição na América 

Latina. A adesão e a invasão de células são eventos essenciais envolvidos na infecção e 

disseminação do patógeno. Para isso, patógenos utilizam suas moléculas de superfície para se 

ligar a componentes da matriz extracelular e estabelecer a infecção. Uma proteína antigênica 

de P. brasiliensis foi isolada a partir do gel de eletroforese bidimensional de proteínas totais 

do fungo e caracterizada. Peptídeos obtidos por sequenciamento parcial da proteína de 29 kDa 

e pI 5.8 mostraram homologia com triose fosfato isomerase (TPI) de diversos organismos. O 

cDNA e o gene completos que codificam para TPI de P. brasiliensis (PbTPI) foram 

caracterizados, e ambos contém uma ORF que codifica para uma proteína com 249 

aminoácidos que apresenta todos os peptídeos caracterizados na PbTPI nativa. O cDNA 

completo que codifica para PbTPI foi expresso em Escherichia coli. A proteína recombinante 

TPI foi utilizada para produção de anticorpo policlonal em coelho. Através de imuno-

microscopia de transmissão eletrônica e análises por Western blotting, foi detectada a 

presença da TPI, na parede celular de leveduras de P. brasiliensis e no citoplasma. A 

expressão da PbTPI foi analisada na transição das fases de micélio para levedura. A PbTPI 

nativa está preferencialmente expressa na fase parasitária de P. brasiliensis. A PbTPI 

recombinante foi capaz de se ligar a laminina e fibronectina em ensaios de Western blotting 

de afinidade. PbTPI se liga preferencialmente a laminina, como foi determinado por ensaio de 

inibição com peptídeos sintéticos. Uma observação importante, é que tanto o tratamento de P. 

brasiliensis com anticorpo anti-PbTPI, quanto de pneumócitos e células VERO tratados com a 

TPI recombinante, promoveram considerável inibição da aderência e internalização de P. 

brasiliensis às células cultivadas in vitro. Essas observações indicam que a TPI possivelmente 

contribui para a adesão do microrganismo aos tecidos do hospedeiro e para a disseminação da 

infecção. 

 

Palavras chave: Paracoccidioides brasiliensis; Triose fosfato isomerase; Adesina 
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ABSTRACT 

 
Paracoccidioides brasiliensis, an important human pathogen causative of 

paracoccidioidomycosis (PCM), a systemic mycosis with broad distribution in Latin America. 

Adhesion to and invasion of host cells are essential steps involved in the infection and 

dissemination of pathogens. Furthermore, pathogens use their surface molecules to bind to 

host extracellular matrix components to establish infection. An adhesin of P. brasiliensis was 

isolated from two dimensional electrophoresis and characterized. Peptides obtained by partial 

sequencing of the isolated protein, which presented a molecular mass of 29 kDa and pI 5.8, 

were subjected to sequence analysis of their amino acids, that revealed strong homology to 

triose phosphate isomerase (TPI) from several sources. The complete cDNA and gene 

encoding TPI of P. brasiliensis (PbTPI) were characterized and both contained an open 

reading frame predicted to encode a 249 amino acid protein that presented all the peptides 

characterized in the native PbTPI. The complete coding PbTPI cDNA was cloned and over 

expressed in Escherichia coli host. The purified recombinant TPI was used to produce 

polyclonal antibody in rabbit. By immunoelectron microscopy and Western blot analysis, TPI 

was detected in the cell wall and the cytoplasm of the yeast phase of P. brasiliensis. The 

expression of PbTPI was analyzed in transition from mycelia to yeast phase. The native 

PbTPI is preferentially expressed in the yeast parasitic phase of P. brasiliensis. The 

recombinant PbTPI was found to bind to laminin and fibronectin in ligand far-Western blot 

assays. TPI binds preferentially to laminin, as determined by peptide inhibition assays. Of 

special note, the treatment of P. brasiliensis yeast cells with anti-PbTPI polyclonal antibody 

and the incubation of pneumocytes and VERO cells with the recombinant protein promoted 

inhibition of adherence and internalization of P. brasiliensis to those in vitro cultured cells. 

These observations indicate that TPI could be contribute to the adhesion of the microorganism 

to host tissues and to the dissemination of infection. 

 

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis; Triose phosphate isomerase; Adhesin. 
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I - INTRODUÇÃO 

 

I.1- Paracoccidioides brasiliensis 

 

I.1.1 - Aspectos Gerais 

 

Paracoccidioides brasiliensis é um fungo dimórfico, agente etiológico da 

paracoccidioidomicose (PCM), uma micose sistêmica geograficamente restrita a América 

Latina (Restrepo & Tobón 2005). Este fungo apresenta forma leveduriforme nos tecidos do 

hospedeiro ou quando cultivado in vitro a 36°C e forma miceliana (infectiva) em condições 

saprobióticas no meio ambiente, ou quando cultivado em temperaturas inferiores a 28°C 

(Bagagli et al. 2006). As leveduras de P. brasiliensis são caracterizadas por apresentarem 

brotamentos múltiplos, formados pela evaginação da célula-mãe, onde uma célula central é 

circundada por várias células periféricas, conferindo um aspecto de roda de leme de navio. A 

forma miceliana pode ser identificada por filamentos septados com conídeos terminais ou 

intercalares (Queiroz-Telles, 1994; Restrepo-Moreno, 2003). 

P. brasiliensis é considerado um fungo imperfeito, devido a não ser caracterizado 

ainda, o mecanismo de reprodução de sua fase sexuada. Segundo San-Blas et al. (2002) em 

estudo de revisão, P. brasiliensis poderia ser agrupado ao filo Ascomycota, subdivisão 

Euascomycotina, classe Plectomyceto, sub-classe Euascomycetidae, ordem Onygenales, 
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família Onygenaceae, subfamília Onygenaceae Anamórficos, gênero Paracoccidioides, 

espécie Paracoccidioides brasiliensis.  

Matute et al. (2006) descreveram a existência de três diferentes espécies 

filogenéticas de P. brasiliensis: S1 (espécie 1), PS2 (espécie filogenética 2) e PS3 (espécie 

filogenética 3). A espécie filogenética PS3 está geograficamente restrita à Colômbia, 

enquanto S1 está distribuída no Brasil, Argentina, Paraguai, Peru e Venezuela. Alguns 

isolados da espécie filogenética PS2 foram encontrados no Brasil nos estados de São Paulo e 

Minas Gerais e ainda na Venezuela (Matute et al. 2006). Recentemente, Carrero et al. (2008) 

comparando seqüências de 21 loci de 14 genes em isolados de P. brasiliensis de diferentes 

origens, através do método de comparação genealógica GCPSR (genealogical concordance 

phylogenetic species recognition) sugeriram que haveria mais do que três espécies 

filogenéticas, visto que o isolado Pb 01 apresenta significativas diferenças nas comparações 

com outros isolados das espécies descritas anteriormente.  

A determinação exata do habitat de P. brasiliensis ainda é desconhecida, mas 

sugere-se que o fungo viva saprobioticamente na natureza, próximo a ambientes de água 

fresca, tais como rios ou córregos e de forma temporária no solo (Bagagli et al. 2006; 

Terçarioli et al. 2007). O indício de que o fungo esteja presente no solo, foi conseguido com o 

seu isolamento a partir de duas espécies de tatus, o Dasypus novemcintus e o Cabassou 

centralis (Corredor et al. 2005).  

Atualmente, foi obtida a identificação de P. brasiliensis através de “Nested-PCR” 

utilizando oligonucleotídeos da região ITS (Internal Transcribed Spacer) do fungo. A reação 

de amplificação foi realizada a partir do DNA extraído de vísceras de alguns mamíferos 

selvagens, como Cavia aperea (porco-da-Guiné), Sphiggurus spinosus (porco-espinho), 

Procyon cancrivorus (guaxinin), Gallictis vittata (furão) e também de duas espécies de tatus 
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(Dasypus novemcinctus e Dasypus septemcinctus), encontrados em regiões consideradas 

endêmicas para PCM. Os autores sugerem que, provavelmente, a infecção por P. brasiliensis 

em hospedeiros silvestres de áreas endêmicas seria bem mais comum do que postulado 

anteriormente por outros pesquisadores (Richini-Pereira et al. 2008). 

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

inalação de propágulos do micélio, presentes no ambiente. Nos pulmões esses propágulos se 

convertem à fase leveduriforme, de onde podem disseminar-se para diferentes órgãos e 

tecidos (San Blas et al. 2002). 

 

I.1.2-  Dimorfismo de P. brasiliensis 

 

P. brasiliensis é um fungo caracterizado por apresentar dimorfismo térmico, 

característica presente também em outros fungos patogênicos humanos como, Blastomyces 

dermatitidis, Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis e Sporothrix schenckii, e 

acredita-se que esta capacidade de alteração morfológica seria um importante mecanismo de 

virulência e patogenicidade destes fungos (Kurokawa et al. 1998). O dimorfismo é 

considerado um mecanismo de defesa importante para a adaptação de fungos às condições 

adversas do hospedeiro humano, à invasão de tecidos e ao estabelecimento da doença (San-

Blas et al. 2002). 

A temperatura é o estímulo mais notório no dimorfismo do fungo P. brasiliensis, 

que se apresenta com aspecto miceliano a 22°C-25°C e com aspecto leveduriforme a 35°C-

37°C (San-Blas et al. 2002). Silva et al. (1994) caracterizaram in vitro o processo de 

diferenciação do isolado Pb01 (ATCC MYA-826). A diferenciação de micélio para levedura, 

e o inverso, ocorrem de maneira espontânea, após a alteração da temperatura de cultivo. Em 
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ambos, ocorre um período de latência que se dá entre 48-72 horas, atingindo 70-80% de 

diferenciação no décimo dia, o que caracteriza o processo de dimorfismo in vitro de P. 

brasiliensis como sendo lento e gradual. 

O Projeto Genoma Funcional e Diferencial de P. brasiliensis, desenvolvido por 

grupos de pesquisa da região Centro-Oeste do Brasil, o que inclui o laboratório de Biologia 

Molecular da UFG, resultou no seqüenciamento de ESTs (Expressed Sequence Tags) nas 

fases miceliana e leveduriforme do isolado Pb01, possibilitando a detecção de genes 

diferencialmente expressos (Felipe et al. 2003; Felipe et al. 2005). Dessa forma, foram 

identificados transcritos que codificam para proteínas envolvidas no processo de estresse, 

componentes das vias de sinalização e seqüências gênicas específicas de P. brasiliensis que 

não possuem nenhum homólogo no genoma humano, todos preferencialmente expressos na 

fase leveduriforme do fungo. 

Tendo em vista que a eficiência de instalação de P. brasiliensis no hospedeiro se 

dá pela transição da forma miceliana (infectante), para a leveduriforme (patogênica), o estudo 

de genes/proteínas com expressão diferencial durante a transição dimórfica do fungo, tem sido 

alvo de estudo de diferentes grupos (Nunes et al. 2005; Bastos et al. 2007). 

Nunes et al. (2005), avaliaram através de microarranjos de DNA a expressão de 

genes de P. brasiliensis durante a transição de micélio para levedura. Nesse estudo foram 

identificados vários genes diferencialmente expressos durante a transição morfológica. Estão 

inclusos neste estudo genes que codificam para enzimas envolvidas no metabolismo de 

aminoácidos, transdução de sinal, síntese de proteínas, metabolismo da parede celular, 

estrutura do genoma, resposta ao estresse oxidativo, controle do crescimento e 

desenvolvimento do fungo. 

O perfil transcricional de P. brasiliensis durante a diferenciação morfológica de 
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micélio para levedura foi avaliado por Bastos et al. (2007). Vários genes potencialmente 

relacionados com a síntese de membrana e parede celular mostraram-se aumentados durante a 

diferenciação celular de micélio para levedura, sugerindo que P. brasiliensis favorece o 

remodelamento da membrana e da parede celular nos estágios iniciais da morfogênese. 

Durante a transição também foi verificada a presença de enzimas que participam do ciclo do 

glioxalato como a isocitrato liase, malato desidrogenase, citrato sintase e aconitase, sugerindo 

que a transição morfológica em P. brasiliensis é mediada pela ativação de vias metabólicas 

alternativas que influenciam na adaptação ao ambiente, o que provavelmente garantiria a 

sobrevivência do fungo dentro do hospedeiro. 

 

I.1.3-  Paracoccidioidomicose 

 

A PCM apresenta distribuição heterogênea, havendo áreas de baixa e alta 

endemicidade (Shikanai-Yasuda et al. 2006). A apresentação é de uma infecção 

granulomatosa, que determina dois quadros clínicos aparentes, uma forma crônica e outra 

aguda. A doença foi inicialmente descrita em São Paulo, em 1908, por Adolpho Lutz (Lutz 

1908). 

A inalação de propágulos de P. brasiliensis resulta na formação de um foco 

inflamatório nos pulmões que, geralmente regride com o estabelecimento da imunidade 

específica do hospedeiro (Brummer et al. 1993). A partir de um foco primário pulmonar, 

ocorre disseminação linfática ou hematogênica para diferentes regiões do organismo. O 

contato inicial do hospedeiro com o fungo aparentemente evolui para uma infecção subclínica 

ou assintomática (PCM infecção). Se há progressão da infecção, ocorre o estabelecimento da 

doença, que apresenta duas formas clínicas distintas: a forma aguda ou tipo juvenil e a forma 
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crônica ou adulta (Franco et al. 1987). 

A forma juvenil (aguda ou subaguda) representa 3 a 5% dos casos descritos da 

doença, sendo a maioria dos pacientes constituídos por crianças ou adultos jovens (Reis et al. 

1986; Brummer et al. 1993). O quadro da doença caracteriza-se por um desenvolvimento 

rápido e por marcante envolvimento de órgãos como baço, fígado, gânglios linfáticos e 

medula óssea. Apesar de não haver manifestações clínicas ou radiológicas de 

comprometimento pulmonar evidente, pode-se isolar o fungo do lavado brônquico, 

evidenciando a participação do pulmão como porta de entrada do patógeno (Shikanai-Yasuda 

et al. 2006). 

A forma crônica ou adulta representa mais de 90% dos casos, sendo a maioria dos 

pacientes constituída por homens adultos. Ao contrário da forma aguda, o quadro clínico 

apresenta um desenvolvimento lento com comprometimento pulmonar evidente (Brummer et 

al. 1993). Em aproximadamente 25% dos casos, o pulmão é o único órgão afetado - forma 

unifocal. Muitas vezes, com o desenvolvimento silencioso da doença, o paciente busca auxílio 

médico somente quando apresenta sintomas de comprometimento extrapulmonar. Nestes 

casos se constata o envolvimento de órgãos como pele, mucosas das vias aéreas superiores, 

tubo digestivo e linfonodos - forma multifocal (Londero 1986; Brummer et al. 1993). Com 

freqüência, ocorrem lesões nas mucosas orais e nasais, pele e gânglios linfáticos. Menos 

freqüentemente, podem ocorrer envolvimento ocular, destruição óssea, e comprometimento 

dos sistemas nervoso e vascular (Shikanai-Yasuda et al. 2006). 

Independentemente do órgão afetado a PCM usualmente é associada à formação 

de fibrose, o que pode interferir permanentemente com a qualidade de vida dos pacientes 

(Tobón et al. 2003). O grande número de tecidos que P. brasiliensis pode colonizar e infectar 

sugere que o fungo deve ter desenvolvido mecanismos que o capacitam a aderir, extravasar e 
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invadir barreiras impostas pelos tecidos do hospedeiro (Lenzi et al. 2000; Mendes-Giannini et 

al. 2008). 

De acordo com dados de inquéritos epidemiológicos realizados no Brasil, 

Venezuela, Colômbia e Argentina, utilizando reação intradérmica com antígeno 

polissacarídico de P. brasiliensis (paracoccidioidina), observou-se que em torno de 50% dos 

habitantes de zonas endêmicas tenham sido expostos ao agente desta micose (Shikanai-

Yasuda et al. 2006). O Brasil é responsável por 80% das descrições de casos da doença, sendo 

a maioria dos casos reportados nas regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste (Blotta et al. 1999; 

Paniago et al. 2003). De caráter endêmico entre as populações rurais, onde os indivíduos estão 

possivelmente mais expostos ao contágio pelo agente etiológico (Manguiaterra et al. 1999), a 

PCM acomete principalmente indivíduos do sexo masculino entre 30 e 60 anos, sendo rara a 

incidência abaixo de 14 anos de idade (Brummer et al. 1993). Segundo levantamento 

realizado por Coutinho et al. (2002) há um aumento no número de mulheres desenvolvendo 

PCM, provavelmente relacionado ao crescimento desta mão-de-obra nas atividades rurais. 

Em estudo de revisão de óbitos por PCM entre 1980 e 1995 (3.181 casos), 

realizado por Coutinho et al. (2002), verificou-se que a mortalidade por PCM no Brasil é a 

oitava quando classificada entre as doenças crônicas e a primeira entre as micoses sistêmicas. 

A taxa de mortalidade média é de 1,45/milhão de habitantes ao ano, considerando ambos os 

sexos. 

 

I.2- Matriz Extracelular  

 

A matriz extracelular (MEC) é uma rede complexa de macromoléculas que 

proporciona um arcabouço físico para a estabilização da estrutura tecidual. A MEC de tecidos 
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animais é importante para as interações célula a célula e fornece um substrato às mesmas para 

aderirem e proliferarem, modulando diretamente a forma e funções celulares. Está 

especialmente adaptada dependendo do tecido em que se localiza, sendo flexível e resistente 

em tendões e na derme, dura e densa em ossos e dentes e absorvente em cartilagens. 

A MEC de mamíferos é composta por duas classes principais de macromoléculas: 

as glicosaminoglicanas (GAG), encontradas normalmente ligadas a proteínas formando 

proteoglicanas e as proteínas fibrosas, que desempenham funções estruturais e adesivas, 

incluindo nessa classe, laminina, fibronectina e colágeno (Verstrepen & Klis 2006). A 

composição da MEC varia em diferentes tecidos e durante fases de injúria, inflamação e 

reparo tecidual (Kotton et al. 2003). 

Laminina é uma glicoproteína de aproximadamente 900 kDa, que apresenta 

diferentes isoformas. Está presente na membrana basal de vários órgãos e principalmente nos 

pulmões (Lebleu et al. 2007). A interação com laminina é crucial em vários processos 

biológicos que requerem adesão celular, tais como, diapedese, coesão celular dentro do 

tecido, metástase de células cancerosas e infecções (Beck et al. 1990). Alguns receptores com 

afinidade à laminina foram descritos em células que normalmente interagem com a membrana 

basal, tais como células epiteliais ou endoteliais, células musculares e neurais (Bouchara et al. 

1997). Células que possuem a capacidade migrar da corrente sanguínea para os tecidos, como 

por exemplo, macrófagos, leucócitos e células tumorais metastáticas, também podem exibir 

esses receptores (Wright et al. 2008). 

Fibronectina é uma glicoproteína dimérica de 440 kDa, presente na forma solúvel 

no plasma sanguíneo e em outros fluídos corporais, e na forma fibrilar como componente 

essencial da MEC de diversos tecidos (Mohri 1996). Esta proteína atua como molécula de 

adesão em tecidos de mamíferos, um processo que envolve a ligação de receptores específicos 
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da superfície celular com domínios presentes na molécula de fibronectina (Roman et al. 2006; 

Vakonakisa & Campbell 2007; Butler et al. 2008). 

O colágeno é encontrado em praticamente todos os tecidos de origem animal. É 

produzido através do entrelaçamento de cadeias peptídicas de resíduos de aminoácidos, 

formando as fibras colágenas, principais constituintes da MEC, e representa um importante 

alvo para adesão de muitas espécies de microrganismos. Existem atualmente mais de vinte 

tipos de colágeno caracterizados, sendo os mais importantes nos processos de adesão de 

patógenos o colágeno tipo IV, que é encontrado principalmente na lâmina basal, um dos 

componentes da membrana basal dos epitélios e o colágeno tipo I que é o mais abundante na 

constituição da matriz intersticial de vários tecidos, sempre formando fibras e feixes 

resistentes (Gil et al. 1996; Di lullo et al. 2002). 

Vários fungos de relevância médica, como P. brasiliensis (Mendes-Giannini et al. 

2008); Candida albicans (Sheppard et al. 2004); Histoplasma capsulatum (McMahon et al. 

1995); Sporothrix schenckii, (Figueiredo et al. 2004) e Coccidioides immitis (Hung et al. 

2002) apresentam moléculas capazes de interagir com componentes da MEC. O processo de 

adesão implica que o patógeno reconheça carboidratos e/ou proteínas ligantes na superfície da 

célula do hospedeiro ou proteínas constituintes da membrana basal para favorecer sua 

interação (Patti et al. 1994). O grande número de tecidos que os fungos podem colonizar e 

infectar sugere que eles possuam uma variedade de moléculas presentes em sua superfície 

capazes de favorecer o processo de adesão (Sullivan et al. 2004). 

 

I.3- Moléculas Envolvidas no Processo de Adesão de Fungos Patogênicos 

 

Várias moléculas que se comportam como adesinas tem sido estudadas em fungos 
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patogênicos, visto que, a adesão de microrganismos às proteínas da MEC é provavelmente o 

primeiro passo para o estabelecimento do processo infectivo nos tecidos do hospedeiro. 

Manoproteínas são compontentes da parede de fungos, e desempenham um 

importante papel na relação parasito-hospedeiro. Algumas manoproteínas favorecem a adesão 

de fungos à superfície das células do hospedeiro. Em C. albicans uma manoproteína de 65 

kDa (MP65) foi caracterizada como uma adesina. A propriedade adesiva de MP65 foi 

evidenciada, ao observar-se que o anticorpo produzido contra MP65 foi capaz de inibir a 

adesão do fungo à placas de polietileno. Outra evidência foi mostrada quando um mutante de 

C. albicans, o qual não expressa MP65 na parede celular, apresentou menor capacidade de 

adesão, quando comparado com o tipo selvagem (Sandini et al. 2007).  

Foi descrita em C. albicans, uma família gênica denominada ALS (Agglutinin-

Like Sequence), composta de pelo menos oito genes, que codificam para proteínas capazes de 

influenciar na aderência do fungo (Sheppard et al. 2004; Filler 2006).  O papel funcional 

destas proteínas foi avaliado, utilizando-se mutantes de C. albicans para os genes ALS1 e 

ALS3. A deleção desses genes ocasionou a redução da capacidade de aderência dos mutantes à 

células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) e células de epitélio bucal (BEC), em 

relação ao tipo selvagem (Zhao et al. 2004). 

A atividade da enzima fosfolipase foi correlacionada como fator de aderência de 

diversos patógenos às células epiteliais. Foi demonstrado que a fosfolipase B1 (PLB1) é um 

fator de virulência em Cryptococcus neoformans, e que estaria envolvido no início da 

criptococose pulmonar (Santangelo et al. 2004). A enzima PLB1 degrada dipalmitoil 

fosfatidilcolina (DPPC), o principal componente do fluído surfactante presente nas vias 

pulmonares. A deleção do gene que codifica PLB1 inibiu significativamente a capacidade de 

adesão de C. neoformans à culturas de pneumócitos (linhagem A549). Embora a fosfolipase 
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não seja considerada uma molécula de adesão clássica, os autores enfatizam a forte correlação 

entre a atividade da PLB1 e a adesão de C. neoformans ao tecido pulmonar (Ganendren et al. 

2006). 

Foi proposto que a habilidade de H. capsulatum em interagir com laminina seria 

um mecanismo importante para o estabelecimento da histoplasmose. Experimentos de adesão, 

em que o fungo foi colocado em contato com laminina imobilizada, mostraram que H. 

capsulatum interage com a proteína de maneira rápida e específica; a presença do anticorpo 

anti-laminina inibiu significantemente a adesão do fungo. A adesão é mediada possívelmente 

por uma glicoproteína de 50 kDa identificada na parede celular de H. capsulatum. O 

tratamento prévio do fungo com o anticorpo anti-proteína de 50 kDa e o peptídeo IKVAV 

(Isoleucina-Lisina-Valina-Alanina-Valina – presente na molécula de laminina) foram capazes 

de inibir sua adesão à molécula de laminina (McMahon et al. 1995). 

S. schenckii é o agente etiológico da esporotricose, uma micose subcutânea que 

comumente acomete indivíduos imunocomprometidos, e pode se disseminar por vários 

tecidos e órgãos. Estudos de interação entre S. schenckii e proteínas da MEC mostraram que o 

fungo foi capaz de aderir à laminina, colágeno e fibronectina, e que essa interação foi mediada 

por moléculas de 90 e 135 kDa, localizadas na superfície do fungo. A interação entre S. 

schenckii a proteínas da MEC foi avaliada através de experimentos de competição com 

peptídeos presentes na molécula de fibronectina e laminina. Foi sugerido que os peptídeos 

RGD (Arginina-Glicina-Aspartato - presente na fibronectina) e YIGSR (Tirosina-Isoleucina-

Glicina-Serina-Arginina - presente na laminina) interagem com as adesinas presentes na 

superfície de S. schenckii, uma vez que esses inibiram significativamente a ligação do fungo 

às proteínas da MEC (Lima et al. 2004). 

C. immitis é o agente causador da coccidioidomicose, uma doença crônica que 
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causa comprometimento pulmonar. Hung et al. (2002), identificaram um gene de C. immitis 

que codifica para uma glicoproteína (SOWgp) presente na parede externa de esporos. Ensaios 

in vitro, com a proteína recombinante mostraram que esta molécula apresenta capacidade de 

se ligar à laminina, fibronectina e colágeno. A deleção do gene que codifica para SOWgp 

resultou na perda parcial da capacidade de esporos do mutante em se ligar às proteínas da 

MEC, bem como foi observada também uma significante redução da virulência dos mesmos, 

quando utilizados em infecção experimental de camundongos. 

Blastomyces dermatitidis é o agente etiológico da blastomicose, uma infecção 

respiratória que acomete indivíduos e animais no mundo inteiro. Foi demonstrado que uma 

glicoproteína de 120 kDa, denominada BAD1 presente na superfície de B. dermatitidis, 

estaria possivelmente mediando a ligação do fungo a macrófagos humanos e que esse 

processo é dependente do nível de expressão de BAD1 em diferentes isolados de B. 

dermatitidis (Brandhorst et al. 2003).  

Através da utilização de dois isolados isogênicos (apresentava BAD1 - ATCC 

26199 e não apresentava BAD1 – mutante 55) em modelo de infecção animal (BALB/c), foi 

avaliado o papel desta glicoproteína na adesão e virulência de B. dermatitidis. Camundongos 

infectados com o isolado de B. dermatitidis (ATCC 26199), desenvolveram blastomicose 

disseminada letal semanas após a inoculação, ao passo que, camundongos infectados com a 

mesma dose letal do isolado que continha o gene que codifica para BAD1 mutado (mutante 

55) sobreviveram. A capacidade de adesão e virulência foi restabelecida em B. dermatitidis 

depois da reconstituição do fenótipo, em que a expressão de BAD1 foi recuperada (Wüthrich 

et al. 2006). 

 

I.4 - Adesinas de P. brasiliensis 
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P. brasiliensis é capaz de aderir, atravessar e invadir barreiras impostas pelos 

tecidos do hospedeiro (Hanna et al. 2000; Mendes-Giannini et al. 2000). Vários estudos têm 

caracterizado componentes da matriz extracelular envolvidos na interação de P. brasiliensis 

com o hospedeiro (Vicentini et al. 1994; Andreotti et al. 2005; Mendes-Giannini et al. 2006). 

A laminina é, provavelmente, uma das principais moléculas envolvidas no processo de adesão 

de P. brasiliensis a tecidos do hospedeiro, facilitando a sua disseminação pelo organismo 

(Mendes-Giannini et al. 2008). A primeira adesina descrita em P. brasiliensis foi a 

glicoproteína de 43 kDa, com a capacidade de interagir com laminina (Vicentini et al. 1994). 

Foi demonstrado que a interação da gp43 a laminina foi inibida in vivo e in vitro por 

anticorpos anti-gp43 (Vicentini et al. 1994; Gesztesi et al. 1996). Posteriormente, foi 

evidenciada também a interação da gp43 com fibronectina, outro importante componente de 

matriz extracelular (Mendes-Giannini et al. 2006). 

Foram descritas outras moléculas em P. brasiliensis provavelmente envolvidas no 

processo de adesão do fungo. Uma adesina de 30 kDa isolada de P. brasiliensis que 

apresentou capacidade de ligação à laminina, mas não a outros componentes da MEC foi 

capaz de inibir intensamente a adesão de P. brasiliensis a células epiteliais previamente 

tratadas com esta molécula (Andreotti et al. 2005). 

Foi mostrado que P. brasiliensis apresenta em sua superfície celular duas proteínas 

com massas moleculares de 19 e 32 kDa que interagem com diferentes proteínas da MEC, tais 

como laminina, fibrinogênio e fibronectina. Ensaios realizados com conídeos de P. 

brasiliensis, pré-incubados com anticorpo monoclonal anti-32 kDa inibiram, de maneira dose-

dependente, a aderência do fungo às proteínas da MEC (González et al. 2005).  

Em estudo de PCM experimental com camundongos BALB/c foi mostrado que o 
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tratamento prévio de conídeos (forma infectante) do fungo com laminina, fibronectina e 

fibrinogênio promoveu um menor dano tissular nos pulmões, baço e fígado analisados por 

exame histopatológico no período pós-infecção, em comparação com órgãos de animais não 

tratados. Foi proposto então que os componentes da MEC bloqueariam moléculas na 

superfície dos conídeos de P. brasiliensis que estariam atuando como fatores de adesão, 

diminuindo assim o potencial do patógeno de aderir e disseminar no foco inicial de infecção 

(González et al. 2008).  

A proteína gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) de P. brasiliensis foi 

descrita como adesina. A imunocitolocalização realizada com anticorpo anti-GAPDH mostrou 

que esta molécula está presente no citoplasma e também na parede celular de leveduras do 

fungo. A proteína recombinante apresenta capacidade de ligação a laminina, fibronectina e 

colágeno tipo I, além de influenciar consideravelmente a adesão e conseqüentemente a 

internalização do fungo a culturas de pneumócitos (Barbosa et al. 2006). 

Recentemente foi descrita outra molécula presente na superfície do fungo que 

apresenta capacidade de aderir às proteínas da MEC, a PbDfg5p. Esta proteína caracterizada 

como pertencente à família das glicosil hidrolases estaria relacionada com a formação e 

manutenção da parede celular de fungos. Em P. brasiliensis sua presença na parede celular foi 

evidenciada através de imuno-eletromicroscopia, bem como em extratos protéicos de parede 

celular, obtidos a partir do tratamento de leveduras com β-1,3 endo glucanase. A PbDfg5p 

recombinante apresentou capacidade de se ligar a laminina, fibronectina, colágeno tipo I e 

tipo IV, além de apresentar um motivo RGD em sua seqüência predita, característica comun 

de algumas adesinas (Castro et al. 2008). 

 

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

 

Triose Fosfato Isomerase (EC 5.3.1.1) é uma enzima, pertencente à classe das 

isomerases e sub-classe das oxidoredutases intramoleculares (Knowles 1991). A TPI 

apresenta-se em sua forma ativa como homodímero, sendo responsável pela conversão 

reversível de diidroxiacetona fosfato em gliceraldeído 3-fosfato. Esta reação está relacionada 

com importantes vias metabólicas, como glicólise, gliconeogênese e síntese de ácidos graxos, 

responsáveis principalmente pela produção de energia (Meyerhof & Beck 1944; Knowles 

1991). O monômero da enzima apresenta cerca de 250 resíduos de aminoácidos e uma 

estrutura secundária composta de 8 regiões de cadeia beta e 8 regiões de alfa hélice, que 

determinam uma estrutura terciária em forma de barril (βα)8. A estrutura é altamente 

conservada em vários organismos, desde bactérias até eucariotos superiores, apesar de 

ocorrerem algumas diferenças consideráveis na seqüência de aminoácidos (Jiménez et al. 

2000). 

A presença de alguns resíduos de aminoácidos altamente conservados na 

seqüência de TPI tem sido útil na caracterização de novas seqüências ortólogas depositadas 

em bancos de dados. Três principais resíduos , Lys13, His95 e Glu167, são responsáveis pela 

formação da região catalítica da molécula (Lolis et al. 1990; Schliebs et al. 1996). Os resíduos 

conservados Arg191 e Asp227, são descritos por Kursula et al. (2002) como essenciais na 

formação e estabilização da estrutura dimérica. Gonzalez-Mondragon et al. (2004) em um 

estudo com mutantes de TPI em Saccharomyces cerevisiae, mostraram que o resíduo 

conservado Cys126 apresenta um papel na estabilização da estrutura espacial da região 

catalítica da molécula. 
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Swinkels et al. (1986) caracterizaram em Trypanosoma brucei uma TPI presente 

em glicossomos, organelas citoplasmáticas onde há alta concentração de enzimas associadas a 

funções metabólicas básicas de alguns protozoários. Os estudos cristalográficos desta enzima, 

associados ao conhecimento do seu mecanismo favoreceram a seleção de substâncias que 

promoviam a inibição da atividade enzimática devido à desestabilização da estrutura 

dimérica. Esses estudos mostraram que a TPI de T. brucei e T. cruzi, bem como a de outros 

parasitas seriam um alvo em potencial para desenvolvimento de novas drogas seletivas 

(Garza-Ramos et al. 1998; Téllez-Valencia et al. 2002). 

 

I.5.2-  TPI como antígeno 

 

Em Schistosoma mansoni a TPI foi identificada em extratos ricos em membrana 

citoplasmática de cercárias por um anticorpo monoclonal (M.1) (Harn et al. 1985). Em 

ensaios de imunização passiva de ratos, utilizando-se imuno-complexos com anticorpo M.1, 

observou-se uma proteção parcial contra infecção experimental pelas cercárias do parasita 

(Harn et al. 1992). A utilização da TPI nativa, purificada a partir de extratos de S. japonicum, 

em experimentos de imunização de murinos, promoveu uma diminuição do número de vermes 

encontrados no fígado destes animais, em comparação aos controles testados (Miao et al. 

1998). Ainda segundo os autores, esta TPI agregaria características para avaliação como 

antígeno vacinal contra esquistossomose (Harn et al. 1992; Miao et al. 1998).  

Zhu et al. (2004) utilizando a seqüência da TPI de S. japonicum (SjCTPI) em 

vacinas de DNA, promoveu a imunização de camundongos BALB/c por via intramuscular, 

seguida de infecção experimental com cercarias do verme. A comparação entre os resultados 

da contagem de ovos e vermes recuperados do fígado dos animais de dois grupos, um 
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imunizado somente com a seqüência da SjCTPI (G1) e outro com SjCTPI mais a seqüência da 

Interleucina-12 (G2), mostraram índices de redução de 30,2% de ovos e 52,9% de vermes 

para o G1 e redução de 32.7% de ovos e 47,0% de vermes para o G2, em comparação com o 

grupo controle (GC). A eficácia protetora da TPI de S. japonicum foi testada ainda, através de 

vacinas de DNA em porcos, mostrando uma redução do número de ovos encontrados no 

fígado dos animais analisados de 49,4% somente com a SjCTPI, e a redução foi intensificada 

para 65,8% com a adição da seqüência de Interleucina-12, em relação aos controles (Zhu et 

al. 2006). 

Zysk et al. (2000) realizando experimentos de rastreamento em uma biblioteca de 

expressão de Streptococcus pneumoniae, utilizando soros de pacientes em fase covalescente 

de infecção, mostraram que a TPI deste microorganismo era reconhecida por imunoglobulinas 

da classe IgG, provavelmente devido a sua exposição a fagócitos do hospedeiro durante a 

infecção. 

Um mutante pouco virulento de C. albicans (CNC13), que apresenta deleção para 

MAP (Mitogen Activated Protein) quinase HOG1, foi usado em diferentes títulos para 

imunizar camundongos BALB/c. Os diferentes soros obtidos foram analisados em relação a 

sua capacidade de imunoprotetora, através de um modelo de candidíase sistêmica em murinos 

com leveduras virulentas. Foram determinadas duas categorias de soro: um protetor e outro 

não-protetor contra infecção experimental. Utilizando técnicas de proteômica, eletroforese bi-

dimensional seguida de Western blotting, com extratos protéicos das leveduras virulentas de 

C. albicans, reagidos com o soro “protetor”, foram evidenciados perfis que correspondiam a 

anticorpos contra algumas proteínas antigênicas, dentre elas, triose fosfato isomerase e frutose 

bifosfato aldolase. Foi sugerido então, que estas proteínas seriam capazes de produzir 

imunidade frente ao patógeno, tornando-se possíveis candidatas ao desenvolvimento de 
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vacinas contra candidíase (Fernández-Arenas et al. 2004).  

 

I.5.3-  Triose Fosfato Isomerase de P. brasiliensis 

 

Fonseca et al. (2001) descreveram primeiramente a TPI de P. brasiliensis (PbTPI). 

Através do fracionamento de extrato protéico do fungo, por eletroforese bidimensional e 

posterior ensaio de “Immunoblotting”, observou-se que uma proteína de massa molecular 29 

kDa e ponto isoelétrico 5.8 era reconhecida por anticorpos presentes no soro de pacientes com 

PCM. O sequenciamento dos aminoácidos da região amino terminal, e de regiões internas 

evidenciou três peptídeos: ITWTLAGHSER, RQLDAVAEEVSPAEW e 

VVIAYEPIWAIGTGK, que apresentaram homologia (100 – 72%) com a seqüência de triose 

fosfato isomerase de vários organismos. 

Bastos (2003), em sua dissertação de mestrado, caracterizou uma seqüência parcial 

de 949 pares de bases do gene codificante para PbTPI. A obtenção do fragmento de DNA foi 

realizada através de PCR com DNA genômico do fungo, utilizando um par de 

oligonucleotídeos degenerados. A construção dos oligonucleotídeos foi realizada a partir das 

seqüências dos peptídeos obtidos previamente, e da comparação de regiões conservadas no 

alinhamento de cDNAs de TPI de outros fungos, descritos em bancos de dados. 

Pereira et al. (2004) caracterizaram as seqüências genômica e de cDNA 

codificantes para a TPI de P. brasiliensis. Ambas as seqüências apresentam uma ORF de 750 

pb que codifica para uma proteína de 249 aminoácidos e apresenta todos os peptídeos 

descritos no trabalho de Fonseca et al. (2001). A seqüência genômica codificante para PbTPI 

apresenta cinco íntrons, o que corresponde à descrição existente em outros fungos como 

Aspergillus orizae e Emericella nidulans. Este trabalho mostrou ainda que a PbTPI 
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recombinante purificada, obtida a partir de expressão heteróloga em E. coli, apresenta uma 

massa molecular de 29 kDa  e reatividade com anticorpos presentes no soro de pacientes com 

PCM, semelhante à TPI nativa do fungo. 

No presente trabalho procuramos avaliar esta molécula com relação à sua 

capacidade de se ligar a alguns componentes de MEC, culturas de células epiteliais e 

posteriormente sua influência na adesão e internalização de P. brasiliensis a culturas 

celulares, com o intuito de obter indícios do provável papel funcional da TPI nos primeiros 

estágios de interação do fungo com tecidos do hospedeiro. 

 

I.6-  Frutose Bifosfato Aldolase (FBA) 

 

I.6.1-  Características da Frutose 1,6-Bifosfato Aldolase 

 

A enzima frutose 1,6-bifosfato aldolase (EC4.1.2.13) ou simplesmente aldolase, 

pertence à classe das liases, sub-classe das carbono-carbono liases, e  catalisa uma reação 

reversível de clivagem da frutose 1,6-bifosfato em duas trioses fosfato diferentes: 

gliceraldeído 3-fosfato, uma aldolase e dihidroxiacetona fosfato, uma cetose (Lai & Horecker 

1972). Existem duas classes distintas de aldolases devido ao mecanismo de reação (Marsh &  

Lebherz 1992).  

As FBA Classe I, encontradas principalmente em eucariotos superiores, 

especialmente em animais e plantas superiores (Schnarrenberger et al. 1990), são enzimas 

homotetraméricas com peso molecular aproximado de 160 kDa e que apresentam um lisina no 

sítio-ativo da molécula para estabilizar a reação intermediária formando uma base de Schiff 

(von der Osten et al. 1989). As FBA Classe II são principalmente encontradas em 
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microorganismos, algas verdes, fungos e algumas bactérias. São enzimas homodiméricas que 

necessitam de um íon divalente, geralmente Zn2+, na sua estrutura para estabilizar os 

metabólitos intermediários durante a sua atividade catalítica e geralmente apresentam 

sensibilidade a EDTA (Marsh & Lebherz 1992). 

Crowe et al. (2003) caracterizaram uma FBAI, juntamente com outras proteínas de 

parede celular, por eletroforese bidimensional em C. albicans, capazes de se ligar a 

plasminogênio. Essa FBA de C. albicans estaria provavelmente desenvolvendo um papel de 

adesina semelhante à enzima GAPDH, já bem caracterizada nesta levedura. 

A hipótese da interação da enzima FBA com outras proteínas no processo 

infectivo, não necessariamente mediando a adesão, foi evidenciada por Nandan et al. (2007). 

Os autores caracterizaram uma FBA citoplasmática de Leishmania donovani capaz de se ligar 

à enzima tirosina fosfatase-1 (SHP-1) de macrófagos, promovendo uma diminuição de sua 

atividade fagocítica in vitro. 

 

I.6.2- Frutose Bifosfato Aldolase de P. brasiliensis  

 

A frutose 1,6-bifosfato aldolase de P. brasiliensis (PbFBA) foi descrita 

primeiramente por Fonseca et al. (2001). Através do fracionamento de extrato protéico 

solúvel do fungo, por eletroforese bidimensional e posterior ensaio de “immunoblotting”, 

observou-se que uma proteína de peso molecular 39 kDa e ponto isoelétrico 6.1 era 

reconhecida por anticorpos de pacientes portadores de PCM. O sequenciamento dos 

aminoácidos da região amino terminal, e de peptídeos internos identificou dois peptídeos que 

apresentaram homologia de 60 e 75%, respectivamente com aldolases de Saccharomyces 

cerevisae e Schizosaccharomyces pombe. 
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Carneiro et al. (2005) caracterizaram seqüências de cDNA codificantes para duas 

aldolases de Classe II (Pbfba1 e Pbfba2), através do rastreamento da biblioteca de cDNA do 

isolado Pb01 com uma sonda homóloga de 434 pares de base, sendo que algumas diferenças 

foram observadas entre as duas aldolases. O alinhamento das seqüências preditas de 

aminoácidos da PbFBA1 e PbFBA2 mostrou diferença em 99 resíduos de aminoácidos, sendo 

que apenas a PbFBA2 apresentou um motivo RGD, comumente encontrado em algumas 

adesinas capazes de se ligar à fibronectina, um componente de matriz exttracelular.   

Marques et al. (2004) analisando genes transcitos preferencialmente na fase 

leveduriforme do isolado Pb18 mostraram que uma frutose bifosfato aldolase (FBAI) de P. 

brasiliensis é 4,7 vezes mais expressa na fase leveduriforme do que na forma miceliana. Este 

dado corrobora as observações de Fonseca et al. (2001) e Carneiro et al. (2005) de que a FBA 

de P. brasiliensis está preferencialmente expressa na fase leveduriforme do fungo. 

No presente trabalho procuramos produzir a PbFBA1 através de expressão 

heteróloga em sistema bacteriano, comparar suas características com a proteína nativa e 

posteriormente obter um anticorpo a partir da proteína recombinante, com intuito de avaliar 

esta .molécula com relação à sua localização na fase leveduriforme de de P. brasiliensis, 
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II - JUSTIFICATIVAS 

A capacidade de P. brasiliensis de provocar uma micose sistêmica com grande 

variedade de manifestações clínicas depende de complexos fatores de interação entre o fungo 

e o hospedeiro humano. No processo infeccioso de P. brasiliensis, as leveduras são expostas a 

tecidos do hospedeiro, desta forma certas proteínas presentes na superfície da célula podem se 

comportar como adesinas, favorecendo a interação do fungo. A caracterização de algumas 

proteínas que aparentemente influenciam na interação com o hospedeiro, muitas vezes 

conferindo um fenótipo mais patogênico por permitir ao fungo aderir com maior facilidade 

aos tecidos do hospedeiro, vem colaborando para um maior entendimento da instalação do 

fungo e desenvolvimento da PCM.  

Embora os mecanismos de adesão e infecção de P. brasiliensis permaneçam ainda 

pouco esclarecidos, é aceito atualmente que a capacidade de P. brasiliensis de aderir aos 

tecidos do hospedeiro seja um fator importante para o estabelecimento da doença. 

 Estudos prévios demonstraram que a triose fosfato isomerase de P. brasiliensis é 

reconhecida por anticorpos presentes no soro de pacientes portadores de PCM, e está 

preferencialmente expressa na fase leveduriforme do fungo. Devido ao interesse de descrever 

novas moléculas antigênicas, potencialmente associadas à interação do fungo com o 

hospedeiro, e visto que, outras moléculas anteriormente evidenciadas como constitutivas no 

proteoma do fungo tem apresentado comportamento de adesina, é que resolvemos avaliar esta 

proteína antigênica do fungo no presente trabalho com relação a sua provável capacidade de 

se ligar a alguns componentes de MEC, semelhante a outras adesinas descritas na literatura. 
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Desta forma, a partir da seqüência completa de cDNA codificante para a proteína 

PbTPI e a obtenção da proteína recombinante purificada, descrita por nós em trabalhos 

anteriores, é que estabelecemos as condições iniciais que tornariam possível analisar 

funcionalmente a proteína nativa quanto a sua expressão e localização celular.  

Devido a recentes caracterizações de proteínas antigênicas, que anteriormente 

acreditava-se serem apenas enzimas presentes no citoplasma, como promissoras moléculas 

envolvidas no processo de adesão a tecidos do hospedeiro por  P. brasiliensis e também por 

outros fungos patogênicos, é que utilizamos a PbTPI recombinante em experimentos capazes 

de avaliar o seu possível comportamento de adesina. 

A frutose bifosfato aldolase de P. brasiliensis apresentou-se também, como molécula 

promissora no estudo de novos antígenos do fungo, sendo adotada como parte adicional do 

trabalho experimental proposto inicialmente para a tese, devido a esta proteína ser também, 

uma enzima de via glicolítica como a TPI, e apresentar descrições na literatura como 

molécula antigênica presente em outros organismos patogênicos. 
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III - OBJETIVOS 

O estudo de moléculas envolvidas na interação patógeno-hospedeiro é um dos 

principais interesses de nosso grupo de trabalho. 

 Visando este enfoque, o presente estudo teve os seguintes objetivos: 

1- Caracterização funcional da Triose Fosfato Isomerase de P. brasiliensis. 

1.1- Purificação da proteína recombinante TPI de P. brasiliensis e produção de 

anticorpos policlonais específicos. 

- Estratégias: 

� Expressão heteróloga da proteína PbTPI  em sistema bacteriano Escherichia coli 

(linhagen XL-1b); 

� Purificação da proteína recombinante em condições não desnaturantes através de 

cromatografia de afinidade. 

� Inoculação da proteína recombinante purificada em coelhos, associada ao 

adjuvante completo de Freund, através de via sub-cutânea. 

1.2- Localização da TPI em células leveduriformes de P. brasiliensis. 

- Estratégia:   

� Imunocitoquímica realizada com o anticorpo anti-PbTPI através de microscopia 

eletrônica de transmissão. 

1.3- Avaliar a capacidade da PbTPI recombinante purificada de se ligar a componentes 

da matriz extracelular. 

- Estratégias: 
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� Avaliação da capacidade de ligação da proteína recombinante purificada a 

culturas celulares (Vero e A549) - “Experimento de binding”; 

� Ensaio de interação da proteína recombinante imobilizada em membrana de 

nitrocelulose com componentes de MEC (laminina, fibronectina, e colágeno tipo 

I e tipo IV) - experimento de “Far-Western blotting”. 

1.4- Avaliar a influência da PbTPI recombinante purificada e do anticorpo policlonal 

anti-PbTPI, nos processos de adesão e invasão de P. brasiliensis à culturas  celulares. 

- Estratégias:  

� Contagem do número de células leveduriformes de P. brasiliensis aderidas à 

monocamada de duas linhagens celulares, pneumócitos - A549 e células Vero, 

previamente tratadas com a PbTPI recombinante purificada, em comparação a 

controles não tratados;  

� Contagem do número de células leveduriformes de P. brasiliensis, tratadas 

previamente com o anticorpo anti-PbTPI, após incubação com a monocamada de 

células A549 e Vero, em comparação com controles de leveduras não tratadas. 

2- Caracterização da proteína Frutose 1,6-bifosfato Aldolase 1 de P. brasiliensis. 

2.1- Expressão heteróloga do cDNA completo que codifica para FBA1 de P. 

brasiliensis e purificação da proteína recombinante. 

- Estratégias: 

� Clonagem do cDNA completo da PbFBA1 em vetor de expressão (pGEX4-T3 - 

GE Healthcare) e da expressão da proteína de fusão em E. coli (XL-1b); 

� Purificação da proteína recombinante em condições não desnaturantes através de 

cromatografia de afinidade. 

2.2- Produção de anticorpos policlonais, anti-PbFBA1 recombinante e análise de 
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reconhecimento à proteína nativa de P. brasiliensis. 

- Estratégias:   

� Inoculação da proteína recombinante purificada em camundongo, associada ao 

adjuvante completo de Freund, através de via sub-cutânea. 

� Western blotting realizado com extrato de proteínas solúveis, obtido de ambas as 

fases do fungo. 

2.3- Detrminar a localização celular da FBA em P. brasiliensis. 

- Estratégia:   

� Imunocitoquímica realizada com o anticorpo anti-PbFBA1 através de 

microscopia eletrônica de transmissão em células leveduriformes. 

2.4- Analisar a reatividade imunológica da proteína recombinante PbFBA1.  

- Estratégia: 

� ”Immunoblotting” utilizando soros de pacientes com diagnóstico clínico e 

imunológico de PCM. 
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V- RESULTADOS COMPLEMENTARES  

 

Resultados de experimentos realizados durante o período de prorrogação do 

prazo requerido para término do curso de doutorado 

 

No presente trabalho apresentamos resultados de obtenção da proteína recombinante 

PbFBA1. A proteína recombinante foi obtida através de expressão heteróloga em E. coli, e 

posteriormente utilizada na imunização de camundongos com intuito de se obter anticorpos 

específicos. O anticorpo policlonal obtido foi utilizado para identificar a FBA nativa em 

extrato protéico total de P. brasiliensis. A localização celular da aldolase de P. brasiliensis foi 

realizada, utilizando-se o anti-PbFBA1 em experimento de imuno-citolocalização de células 

leveduriformes do isolado Pb01. A análise da reatividade imunológica da PbFBA1 

recombinante foi realizada com soros de pacientes portadores de PCM. 

Os experimentos iniciais de caracterização da PbFBA1 de P. brasiliensis, bem como 

de cristalização da proteína recombinante PbTPI foram realizados paralelamente ao projeto 

principal proposto inicialmente para o curso de Doutorado, e os resultados são apresentados e 

comentados a seguir, seguindo a ordem das figuras: 
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V.1- Expressão e purificação da PbFBA1 recombinante 

 
Metodologia:  

Expressão heteróloga do cDNA codificante da PbFBA1: 

- Clonagem em vetor de expressão pGEX-4T-3 (Amersham, Biosciences) do cDNA 

completo da Pbfba1 de 1083 pb, descrito por Carneiro et al. (2005) – dado não mostrado; 

- Indução da expressão heteróloga da proteína de fusão em sistema bacteriano E. coli XL-

Ib com 0,2 mM de IPTG por 2 horas a 30°C – Figura1, linha2; 

- Purificação da proteína recombinante através de cromatografia de afinidade a GST, em 

coluna contendo glutationa posterior clivagem enzimática da proteína de fusão com trombina 

protease – Figura 1, linha 5. 

A proteína recombinante purificada obtida por expressão heteróloga no presente trabalho 

apresenta o mesmo peso molecular calculado para seqüência de aminoácidos predita da 

Pbfba1 descrita por Carneiro et al. (2005) e da frutose bifosfato aldolase nativa isolada por 

Fonseca et al. (2001). 
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Figura 1 – Eletroforese em gel de poliacrilamida da PbFBA1 recombinante expressa em 

E. coli. Os extratos protéicos foram fracionados por SDS-PAGE 12%, e posteriormente 

corado com Comassie blue. Linha 1- extrato protéico de E. coli transformada apenas com o 

vetor; Linha 2 – E. coli transformada com pGEX-4T-3PbFBA1 e incubada com 0,2 mM de 

IPTG por 2 horas; Linha 3- Sobrenadante obtido a partir da lise celular de suspensão de E. 

coli em PBS 1X, transformada com o vetor pGEX-4T-3PbFBA1; Linha 4- Proteína de fusão 

PbFBA1-GST obtida por cromatografia por afinidade com glutationa; Linha 5- PbFBA1 

recombinante purificada após clivagem da proteína de fusão com trombina protease. O 

marcador de peso molecular está evidenciado à esquerda e as setas à direita mostram os pesos 

moleculares calculados da proteína de fusão PbFBA1-GST e PbFBA1 recombinante 

purificada, 66 kDa e 39 kDa respectivamente. 
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V.2- Análise de especificidade do anticorpo policlonal anti-PbFBA1 
 

Metodologia: 

1- Produção de soro policlonal em camundongo utilizando, anti-PbFBA1 recombinante: 

- Inoculação da proteína recombinante purificada PbFBA1 (200 microgramas), associada 

ao adjuvante completo de Freund, em camundongo, através de via sub-cutânea em três 

imunizações (0, 15 e 30 dias); 

- O soro pré-imune foi obtido do animal antes da primeira imunização;  

- O soro imune foi obtido a partir do sangue total do animal sacrificado após 60 dias e 

armazenado a -20°C. 

2- Análise de reconhecimento específico da frutose bifosfato aldolase recombinante e 

nativa de P. brasiliensis pelo soro policlonal: 

- O isolado Pb 01 foi crescido em meio Fava-Neto a 36°C e 27°C; 

- Os extratos protéicos totais das fases miceliana e leveduriforme do isolado Pb01 foram 

obtidos segundo Fonseca et al. (2001) e fracionados por SDS-PAGE 10% - Figura 2A, linha 1 

e 2; 

- As proteínas fracionadas foram transferidas para membrana de nitrocelulose e utilizadas 

em experimento de Western blotting com soro policlonal anti-PbFBA1 (1:1000), segundo 

Fonseca et al. (2001) – Figura 2B, linhas 1 e 2. 

- A PbFBA1 recombinante purificada e o sobrenadante obtido a partir da lise celular de 

suspensão de E. coli em PBS 1X transformada com o vetor pGEX-4T-3PbFBA1 foram 

fracionados por SDS-PAGE 10%, Figura 2C, linhas 1 e 2. Posteriormente as proteínas foram 

transferidas para membrana de nitrocelulose e incubadas com anti-PbFBA1 (1:1000) e 

conjugado acoplado a fosfatase alcalina. A revelação do conjugado foi realizada com 

substrato cromogênico NBT-BCIP – Figura 2D, linhas 1 e 2. 
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As proteínas reconhecidas nos extratos protéicos de ambas as fases do fungo pelo 

anticorpo apresentam mesmo peso molecular que a frutose bifosfato aldolase descrita por 

Fonseca et al. (2001). 

A produção do soro policlonal em camundongo utilizando, PbFBA1 recombinante foi 

realizada no Laboratório Interdisciplinar em Doença de Chagas da Universidade de Brasília, 

pelo Prf. Dr. Jaime Martins de Santana. 
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Figura 2 – Western blotting com anticorpo policlonal anti-PbFBA1. A e C mostram o 

fracionamento de extratos protéicos através de SDS-PAGE 10% corado com Comassie blue. 

B e D correspodem às membranas de nitrolelulose contendo as proteínas transferidas dos géis 

mostrados na Figura 2 A e C, respectivamente. Figura A, linha 1 – Extrato protéico total de 

células leveduriformes de Pb01, 30 microgramas; Figura A, linha 2 – Extrato protéico total de 

células micelianas de Pb01, 30 microgramas; Figura B, linhas 1 e 2 – Membrana de 

nitrocelulose contendo os extratos protéicos de ambas as fases do fungo, incubada com anti-

PbFBA1 (1:1000) e conjugado acoplado a fosfatase alcalina; Figura C, linha 1 – PbFBA1 

recombinante purificada, 0,5 microgramas; Figura C, linha 2 – Sobrenadante da lise celular de 

E. coli  transformada com o vetor pGEX-4T-3PbFBA1, 10 microgramas; Figura B, linhas 1 e 

2 - Membrana de nitrocelulose incubada com anti-PbFBA1 (1:1000) e conjugado acoplado a 

fosfatase alcalina. Os marcadores de peso molecular estão evidenciados à esquerda e as setas 

à direita mostram os pesos moleculares calculados da proteína de fusão PbFBA1-GST – 66 

kDa, PbFBA1 recombinante purificada e as proteínas nativas do fungo – 39 kDa, 

reconhecidas especificamente pelo anticorpo anti-PbFBA1.  

 

 



 Caracterização funcional da proteína Triose fosfato isomerase de Paracoccidioides brasiliensis como potencial adesina 

Luiz Augusto Pereira 

 52

V.3- Reatividade Imunológica da PbFBA1 recombinante 

 

Metodologia: 

Análise da reatividade imunológica da PbFBA1 recombinante através de Imunoblotting 

com soro de pacientes com PCM e de indivíduos saudáveis: 

- A PbFBA1 recombinante purificada foi fracionada por SDS-PAGE 10% e 

posteriormente transferida para membrana de nitrocelulose; 

- As membranas foram incubadas separadamente com soros de pacientes (1:100) com 

diagnóstico clínico e laboratorial de PCM (Figura 3A, linhas 1 a 12) e com soro de indivíduos 

saudáveis (Figura 3B, linhas 1 a 6) e posteriormente com conjugado anti-IgG humano 

acoplado a fosfatase alcalina (Gibco BRL®), segundo Fonseca et al. (2001). A revelação do 

conjugado foi realizada com substrato cromogênico NBT-BCIP. 

A proteína recombinante PbFBA1 apresenta reatividade imunológica com anticorpos 

presentes no soro de pacientes com PCM, semelhante à proteína nativa com mesmo peso 

molecular descrita por Fonseca et al. (2001). 
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Figura 3 – Imunoblotting da PbFBA1 recombinante com soro de pacientes. A PbFBA1 

recombinante (0,5 microgramas) foi submetida a SDS-PAGE 10% e posteriormente tranferida 

para membrana de nitrocelulose. As membranas foram incubadas separadamente com 12 

soros de pacientes com PCM (diluição 1:100) – Figura 3A, linhas 1 a 12, e com 6 soros de 

pacientes saudáveis (diluição 1:100) – Figura 3B, linhas 1 a 6. Após a reação as membranas 

foram incubadas com conjugado anti-IgG humana acoplado com fosfatase alcalina (diluição 

1:1000) e a reação foi revelada com NBT/BCIP. O peso molecular da PbFBA1 recombinante 

está evidenciado à esquerda.  
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V.4- Localização celular da FBA de P. brasiliensis 

 

Metodologia: 

A localização da frutose bifosfato aldolase de P. brasiliensis foi realizada através 

imunoeletromicroscopia de transmissão utilizando o anticorpo anti-PbFBA1 e um conjugado 

anti-mouse acoplado com partícula de ouro. 

- Células leveduriformes de P. brasiliensis, crescidas a 36°C por 7 dias, foram fixadas e 

preparadas em resina para microscopia, segundo Barbosa et al. (2006); 

- Os cortes intactos foram observados em microscópio de transmissão eletrônica Jeol 1011 

(Jeol, Tokyo, Japan) para avaliação das estruturas celulares – Figura 4A; 

- A análise imuno-citoquímica dos cortes foi realizada após incubação de 1 hora com 

anticorpo anti-PbFBA1 recombinante (diluído 1:100) e posteriormente com anticorpo 

secundário (anti-mouse IgG, acoplado a partícula de ouro coloidal, 10 nanômetros; diluído 

1:20), seguida de tratamento para evidenciação das partículas, segundo Barbosa et al. (2006); 

- A observação dos cortes tratados com o anticorpo Anti-PbFBA1 foi realizada em 

microscópio de transmissão eletrônica Jeol 1011 (Jeol, Tokyo, Japan) para observação das 

partículas de ouro (Figura 4 B e E). Os controles foram incubados com soro pré-imune de 

camundongo (diluído 1:100), seguido do anticorpo secundário (Figura 4C) e somente com o 

anticorpo secundário (Figura 4D). 

A observação das partículas de ouro nos cortes tratados com o anticorpo anti-PbFBA1 

recombinante evidenciou a localização da frutose bifosfato aldolase de P. brasiliensis 

essencialmente no citoplasma das células leveduriformes.  

A identificação desta proteína no citoplasma das células foi comparada com os resultados 

de “Western blotting” realizados com extrato de proteínas citoplasmáticas solúveis obtido por 
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maceração mecânica de células leveduriformes do isolado Pb01, lavadas exaustivamente com 

tampão PBS 1X e extrato “cell free” preparado segundo Andreotti et al. (2005). A proteína de 

peso molecular 39 kDa foi observada somente no extrato de células leveduriformes e não no 

extrato “ cell free” (dados não mostrados). 

Os dados do experimento de citolocalização da frutose bifosfato aldolase de P. 

brasiliensis foram obtidos em colaboração com a colega de doutorado Mônica Santiago 

Barbosa e a Prfa. Dra. Sônia Nair Bao do Laboratório de Microscopia Eletrônica da 

Universidade de Brasília. 
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Figura 4- Imuno-citolocalização da FBA em célula leveduriforme de P. brasiliensis. A- 

célula leveduriforme do isolado Pb01; B- Célula leveduriforme tratada com anticorpo anti-

PbFBA1 e conjugado acoplado a partícula de ouro; C- Controle tratado com soro pré-imune 

de camundongo; D- Controle tratado somente com conjugado; E- Detalhe de região da Figura 

4B em aumento de 10X. As estruturas celulares estão designadas por letras minúsculas: 

núcleo (n), vacúolo intra-citoplasmático (v), mitocôndria (m) e parede celular (w). Barras - 1 

µm (A), 1,3 µm (B), 1,2 µm (C), 1,2 µm (D) e 0.7 µm (E). As setas evidenciadas mostram as 

partículas de ouro do conjugado reconhecendo o anticorpo anti-PbFBA1 apenas no citoplasma 

da célula leveduriforme. 
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V.5- Cristalização da proteína PbTPI recombinante 

Metodologia: 

Os cristais foram obtidos após Screen 1, em sistema comercial da Hampton research®- 

Pre-Crystallization Test™, a partir do processo de difusão de vapor por gota suspensa. O 

método de screen utilizado consiste em colocar 300uL da condição testada no poço da placa e 

em lamínula tamanho 22X22 mm com intuito de produzir uma gota com 2uL da solução da 

proteína com 2uL da mesma condição aplicada no poço. Esse procedimento se repete para 

todas as 50 condições testadas com o sistema comercial. 

Os dados preliminares obtidos do experimento de cristalização da PbTPI recombinante 

de P. brasiliensis foram obtidos em colaboração com o Prf. Dr. Benildo Sousa Cavada do 

Laboratório de Moléculas Biologicamente Ativas da Universidade Federal do Ceará. 
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Figura 5- Cristais de PbTPI recombinante. Gota de solução de PEG 8000 20% observada 

em aumento de 20X contendo cristais da PbTPI recombinante. A fotografia abaixo mostra a 

única condição (0,2M de Acetato de magnésio tetrahidratado, 0,1M de Cacodilato de sódio 

trihidratado em pH 6,5 e PEG 8000 20%) em que foram obtidos cristais de proteína. As setas 

simples mostram cristais pequenos e translúcidos, comuns de proteínas. A seta dupla mostra 

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

As conclusões finais do trabalho são: 

- Diversos organismos, como bactérias, fungos e protozoários apresentam 

característica patogênica aos seres humanos devido a um determinante em comum que é a sua 

capacidade de ligação às moléculas do hospedeiro, presentes na superfície das células e 

tecidos. As moléculas dos patógenos responsáveis por esta função são denominadas adesinas 

(Soto & Hultgren, 1999). Neste trabalho demos sequência à caracterização da proteína TPI de 

P. brasiliensis como adesina potencialmente envolvida nos mecanismos de adesão e invasão, 

requeridos durante o processo infectivo do fungo. A partir da seqüência completa do cDNA 

que codifica para a TPI de P. brasiliensis e sua conseqüente expressão heteróloga e 

purificação da proteína recombinante foi possível, através da imunização em coelhos, a 

obtenção de um anticorpo policlonal que reconhece especificamente a TPI nativa do fungo. 

- O anticorpo anti-PbTPI reconhece a proteína nativa em ambas as fases do fungo, o 

que favoreceu a análise da expressão da PbTPI em alguns pontos da transição da fase 

miceliana para leveduriforme através de experimentos de Western-blotting. A triose fosfato 

isomerase de P. brasiliensis está preferencialmente expressa na fase leveduriforme. Este dado 

foi corroborado, com a análise de atividade enzimática específica para TPI em extratos 

proteicos de ambas as fazes do fungo, que mostrou um maior número de unidades enzimáticas 

no extrato protéico de levedura do que em micélio. Paralelamente foi analisada a atividade 

enzimática da TPI de P. brasiliensis em extrato cell free de culturas do fungo na faze 

leveduriforme, mostrando a presença da mesma, o que possivelmente nos leva crer que o 
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fungo seja capaz de secretar esta enzima. 

- Com o intuito de se definir a localização celular da TPI em P. brasiliensis, 

realizamos inicialmente experimentos de Western blotting, utilizando extrato de proteínas 

presentes na porção mais superficial da parede do fungo. Os resultados mostraram a presença 

da TPI no extrato “cell free” obtido de células leveduriformes de P. brasiliensis. A evidência 

da localização desta proteína na superfície do fungo foi confirmada posteriormente com a 

realização de experimentos de imunocitoquímica associada à microscopia eletrônica de 

transmissão de células leveduriformes, mostrando que a TPI esta presente na parede, bem 

como no citoplasma do fungo. 

- Embora P. brasiliensis não seja considerado um organismo intracelular obrigatório, 

foi relatado que o fungo pode aderir e invadir células epiteliais in vitro e in vivo. Aceita-se 

que a adesão do patógeno às células do hospedeiro seja um pré-requisito para o 

estabelecimento da infecção. Neste trabalho foi mostrado através dos resultados de 

experimentos de “Western blotting” de afinidade que a PbTPI recombinante foi capaz de ligar 

a laminina e fibronectina, condição observada também em outras proteínas de P. brasiliensis, 

caracterizadas com possíveis adesinas. Foi sugerido que a habilidade de S. aureus de se ligar a 

ambas, laminina e fibronectina, representaria um mecanismo importante pelo qual o micro-

organismo poderia aderir e colonizar diferentes tecidos no hospedeiro. Do mesmo modo, a 

laminina parece ser importante para a adesão de P. brasiliensis (Mendes-Giannini et al., 

2006), podendo participar na disseminação e invasão tecidual por parte desse fungo 

(Andreotti et al., 2005; Vicentini et al., 1994) 

- O comportamento de adesina da TPI de P. brasiliensis, foi avaliado também pela 

interação da proteína recombinante com culturas celulares de pneumócitos (A549) e células 

Vero. Foi verificado que a proteína se liga às células da monocamada e é detectada por 
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“Western blotting” no extrato total da cultura obtido após lise osmótica. Este comportamento 

da molécula reforça a hipótese do seu papel como adesina. Os indícios observados nos levam 

a crer que regiões específicas da PbTPI, bem como sua conformação espacial possam 

favorecer a ligação da mesma a componentes da ECM.  

- Ensaios com células leveduriformes do isolado Pb01 pré-incubadas com anticorpo 

policlonal anti-PbTPI mostraram forte inibição da adesão e conseqüentemente internalização 

do fungo em culturas celulares de pneumócitos e células Vero, sugerindo sua influência na 

adesão e invasão do fungo a tecidos, etapas primordiais no processo infectivo de P. 

brasiliensis.  

A presença de PbTPI em quantidades mais significativas na fase leveduriforme de P. 

brasiliensis do que na fase miceliana, sugere um possível papel da TPI na fase parasitária 

deste fungo. Além disso, esta proteína está localizada na parede celular de P. brasiliensis onde 

ela foi capaz de interagir com os componentes da ECM, como laminina e fibronectina. Os 

dados sugerem que a TPI está potencialmente envolvida nos mecanismos de adesão e 

colonização de tecidos, requeridos durante o processo infectivo do fungo. Esses dados podem 

levar a uma melhor compreensão da interação de P. brasiliensis com o hospedeiro e da 

patogênese da PCM.  

- Paralelamente ao projeto principal do doutorado iniciamos a caracterização funcional 

de outra enzima da via glicolítica do fungo P. brasiliensis, a frutose 1,6-bifosfato aldolase 1. 

Foi obtida a PbFBA1 recombinante purificada, que apresenta o mesmo peso molecular da 

seqüência predita de aminoácidos da Pbfba1, descrita anteriormente, bem como da FBA 

nativa também descrita. O anticorpo policlonal anti-PbFBA1 produzido em camundongo 

reconhece especificamente uma proteína de 39 kDa no extrato protéico total de ambas as fases 

do isolado Pb01. Utilizando-se o anticorpo anti-PbFBA1 realizamos experimento de imuno-
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citolocalização, evidenciando que esta proteína esta presente essencialmente no citoplasma do 

fungo, confirmada por “Western blotting” realizado com proteínas solúveis de ambas as fases 

do fungo. A PbFBA1 recombinante é reconhecida por anticorpos presentes no soro de 

pacientes portadores de PCM e não de indivíduos saudáveis, semelhante à FBA nativa 

descrita anteriormente. 

Dado os recentes relatos na literatura do papel das FBA como antígeno em outros 

microorganismos patogênicos, acreditamos que esta molécula em P. brasiliens possa 

desempenhar importante papel no processo infectivo e se apresenta ainda como foco de 

possíveis estudos para o futuro, necessitando a realização de mais experimentos para se 

avaliar o seu papel funcional. 
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VII - PERSPECTIVAS 

 

A realização desse trabalho permitiu a visualização das seguintes perspectivas: 

 

1- Mapear os epítopos da molécula TPI, que efetivamente interagem com as proteínas 

da MEC; 

 

2- Avaliar o potencial papel protetor da TPI contra infecção por P. brasiliensis, através 

de PCM em modelos animais; 

 

3- Caracterizar a estrutura tridimensional da PbTPI, através de cristalografia de 

proteína (em andamento) 

 

4- Caracterizar enzimaticamente a PbTPI recombinante, bem como a TPI nativa; 
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IX - ANEXOS 

Anexo I-  Sequência de nucleotídeos do cDNA, do gene e de aminoácidos deduzida da 

TPI de P. brasiliensis. Esta figura é parte integrante do trabalho “Proteomic identification, 

nucleotide sequence, heterologous expression and immunological reactivity of the 

triosephosphate isomerase of Paracoccidioides brasiliensis” publicado na revista Microbes 

and infection 6(2004) 892-900. 

 
Figure 1. Nucleotide sequences of the cDNA, of the gene and the deduced amino acid of PbTPI. 
Nucleotide and amino acid numbers are shown on the left. The introns sequences are represented in 
lowercase. Nucleotides in bold italics represent the conserved 5´ and 3´consensus of the introns. The 
putative splice boxes in the introns sequences are marked by rectangles. Underlined regions represent 
the primers used in the amplification of the described sequences. Numbering for the amino acid 
sequence begins at the methionine encoded by the first initiation codon and ends at the first 
termination codon. Amino acids on gray box represent sequences identified by micro sequencing of 
the endoproteinase Lys-C digested peptides of the 29-kDa antigen recognized by serum of PCM 
patients. 
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Anexo II. – Correspondência da revista FEMS Yeast Research. 
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