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NÃO DESISTA 

 

Mesmo que pareça estar difícil. 

Mesmo que ninguém te dê uma chance. 

Mesmo que pareça que a meta está tão fora de alcance. 

 

Não desista, Não desista. 

 

Mesmo quando tudo der errado. 

Que tudo do teu lado entristeça. 

Que o mundo venha desabando sobre tua cabeça. 

 

Não desista, Não desista. 

 

Ninguém tem o direito de perder a esperança. 

É só pensar em Deus e tudo vai melhorar. 

Se Deus é nosso amigo, quem é que vai nos atrapalhar. 

 

Enquanto houver a fé em Cristo a gente alcança qualquer objetivo que a gente 

sonhar. 

Na hora no perigo é Jesus que sempre vai nos guiar. 

 

Se estiver perdido no caminho, mesmo que ninguém te dê uma pista. 

Tudo o que você precisa, é só Jesus, não desista. 

 

Não desista, Não desista. 

 

Joel  Marques 
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RESUMO 

 

 

O fungo patogênico humano Paracoccidioides brasiliensis é o agente etiológico da 

Paracoccidioidomicose (PCM). A principal via de contaminação é a inalação de 

micélios ou conídios do fungo que se convertem em leveduras no hospedeiro. Dentre os 

fatores de virulência descritos para fungos dimórficos está a urease, a qual hidrolisa 

uréia produzindo amônia e carbamato. Pbure possui 3.012 pb, correspondendo a uma  

proteína predita de 837 aminoácidos, massa molecular predita de 90 kDa e pI 6.0. 

PbURE possui assinatura de uma enzima dependente de níquel para sua atividade. A 

relação filogenética entre PbURE e ureases de outros fungos foi avaliada. O cDNA que 

codifica PbURE foi inserido no vetor de expressão pET-32a e a proteína recombinante 

de 103 kDa foi expressa. Anticorpo policlonal foi produzido contra PbUREr e utilizados 

nos ensaios de Western blot, Far-Western blot e ELISA. Os resultados mostram que 

PbUREr interfere na interação entre P. brasiliensis e células epiteliais pulmonares 

A549. PbUREr foi capaz de se ligar às proteínas fibronectina e colágeno tipo IV, 

componentes da matriz extracelular (MEC). A interação entre PbURE e a proteína 

calnexina foi identificada através da técnica de duplo-híbrido. 

 

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis. Urease. Relações filogenéticas. 

Expressão heteróloga. Interações intermoleculares. 
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ABSTRACT 

 

 

The pathogenic fungus Paracoccidioides brasiliensis is the etiologic agent of 

Paracoccidioidomycosis (PCM). The main route of contamination is the inhalation of 

fungal propagules that convert to yeast in the host tissues. The urease is among the 

factors of virulence described for dimorphic fungus. It hydrolyzes the urea producing 

molecules of ammonia and carbamate. Pbure has 3,012 bp, corresponding to a predicted 

protein of 837 amino acids, predicted molecular mass of 90 kDa and pI 6.0. PbURE has 

signature to nickel-dependent enzyme for its activity. The phylogenetic relationship 

between PbURE and urease from other fungi was evaluated. The cDNA that encodes 

PbURE was inserted into the expression vector pET-32a and recombinant protein of 

103 kDa was expressed. Polyclonal antibody were produced against PbUREr and used 

on Western blot, Far-Western blot and ELISA. The results showed that PbUREr 

interferes on interaction between P. brasiliensis and pulmonary epithelial cells A549. 

PbUREr was able to bind to proteins fibronectin and type IV collagen, components of 

the extracellular matrix (ECM). The interaction between PbURE and calnexin protein 

was identified by the technique of two-hybrid. 
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1. INTRODUÇÃO 

  

 

1.1 Paracoccidioides brasiliensis e a Paracoccidioidomicose  

 

O fungo Paracoccidioides brasiliensis foi classificado por estudos moleculares 

como pertencente ao reino Fungi, filo Ascomycota, ordem Onygenales e família 

Onygenaceae. Esse fungo foi descrito pela primeira vez em 1908 por Adolfo Lutz. Em 

1912, Afonso Splendore sugeriu o nome Zymonema brasilienses, e em 1930, para 

distingui-lo de Coccidioides immitis, Floriano de Almeida propôs o nome de 

Paracoccidioides brasiliensis (Leclerc et al. 1994; Bialek et al. 2000). 

P. brasiliensis é um fungo dimórfico, termo-dependente, apresentando a fase 

miceliana saprobiótica. O aspecto das culturas nessa fase é esbranquiçado e 

microscopicamente observa-se a presença de filamentos finos, hialinos e septados. A 

fase de levedura constitui a forma parasitária do fungo, apresenta-se com células 

arredondadas, de parede dupla e brotamentos múltiplos característicos, formando a 

-de-  

A principal via de contaminação é a inalação pelo homem dos micélios ou 

conídios de P. brasiliensis existentes no meio ambiente, em seguida os conídios podem 

se converter em leveduras, sendo fagocitadas por macrófagos (Brummer et al. 1989). Os 

macrófagos podem servir como ambiente para multiplicação intracelular do fungo, 

possibilitando a disseminação local dos pulmões para outros órgãos. A patologia se 

estabelece somente após a transição para a fase leveduriforme. Esse processo ocorre 
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devido à variação da temperatura de 20°C, fase miceliana, para 37°C, fase 

leveduriforme (Kanetsuna et al. 1972). Dados clínicos e experimentais indicam a 

resposta imune celular como principal mecanismo de defesa do hospedeiro contra a 

infecção causada pelo P. brasiliensis (Moscardi-Bacchi & Franco 1985). 

A PCM pode acometer a pele, os linfonodos, e vários órgãos internos, como os 

pulmões e o sistema nervoso central. As manifestações clínicas mais comuns são: 

emagrecimento, febre, palidez, adenomegalia, lesões na pele, tosse, dispnéia, dentre 

outros. Esse quadro varia com a forma clínica aguda ou crônica em que o paciente se 

encontra. Essa micose sistêmica possui distribuição geográfica limitada à América 

Latina, onde ocorre desde o México até a Argentina. Nos casos relatados fora da área 

endêmica, constatou-se que o paciente visitara um país latino-americano ou nele residira 

(Paniago et al. 2003). 

 

1.2 Epidemiologia e transmissão  

 

Uma vez que a PCM não é doença de notificação compulsória, os cálculos de 

prevalência, incidência e morbidade da micose, no Brasil, baseiam-se em relatos de 

inquéritos epidemiológicos e de séries de casos. Acredita-se que sua incidência em 

zonas endêmicas varie de 3 a 4 novos casos/milhão até 1 a 3 novos casos por 100 mil 

habitantes ao ano. Informações registradas no Ministério da Saúde atestam que 3.181 

casos de óbito por PCM foram registrados no Brasil entre 1980 a 1995, resultando em 

taxa de mortalidade por PCM de 1,45 casos por milhão de habitantes. Nesse estudo, os 

autores apontaram a PCM como oitava causa de mortalidade por doença infecciosa 

predominantemente crônica entre as doenças infecciosas e parasitárias, inclusive maior 



Caracterização Molecular e Funcional da Urease de Paracoccidioides brasiliensis 

Maria Regilda de Araújo Fernandes 

14 
 

que a mortalidade por leishmanioses, e a mais alta taxa entre as micoses sistêmicas 

(Coutinho et al. 2002). 

 

1.3 Fatores de virulência em fungos 

 

A virulência de um determinado patógeno resulta da expressão de múltiplos 

genes em diferentes estágios da infecção, como aguda, subaguda e crônica, sendo então 

associada ao estabelecimento da patologia. As fases de adesão e sobrevivência do 

parasita no interior do hospedeiro parecem ser essenciais para o estabelecimento da 

patogênese (Rappleye & Goldman 2006). 

Em Histoplasma capsulatum, a proteína cálcio-ligante (CBP) é necessária para 

aquisição de íons cálcio durante o parasitismo intracelular das leveduras (Patel et al. 

1998), sendo importante na proliferação e diferenciação celular fúngica (Yin et al. 

2005).  Em Aspergillus fumigates, a enzima -1,3-glucana sintase modula o 

polissacarídeo -1,3-glucana da parede celular possibilitando o crescimento do fungo 

nos pulmões de camundongos infectados (Maubon et al. 2006).  

O fungo C. immitis produz a glicoproteína da parede celular (SOWgp) que é 

expressa na fase parasitária de fungos patogênicos humanos. Estudos in vitro com 

SOWgp de C. immitis demonstraram que essa proteína foi capaz de se ligar a algumas 

proteínas da membrana celular, sugerindo que esse antígeno de superfície celular possa 

atuar como uma adesina. A deleção do gene SOWgp resultou na diminuição da adesão 

do fungo às proteínas da matriz extracelular e na redução da virulência dos mutantes 

(Hung et al. 2002).  

A metaloproteinase (Mep1), secretada durante a fase reprodutiva do ciclo 

parasítico, é responsável pela degradação do antígeno fúngico SOWgp, impedindo o 
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reconhecimento dos endósporos pelas células fagocíticas do hospedeiro  (Hung et al. 

2005).  

 

1.4 Transcriptomas de P. brasiliensis 

 

Projetos sobre os transcriptomas de P. brasiliensis têm sido desenvolvidos no 

sentido de identificar genes expressos por esse fungo utilizando diferentes abordagens.  

Felipe et al. (2003; 2005) sequenciaram 25.511 clones derivados de bibliotecas 

de cDNAs das fases micélio e levedura resultando em 6.022 grupos, representando 

cerca de 80% do genoma total do fungo. Análises computacionais revelaram que desses 

grupos formados, 4.198 (69,4%) mostraram homologia com sequências depositadas no 

GenBank, 4.130 (68,3%) apresentaram homologia com sequências de fungos e 30,2% 

foram encontrados apenas em P. brasiliensis. Após classificação, concluiu-se que 29% 

desses genes estão envolvidos no metabolismo celular, 12% na transcrição, 10% na 

síntese de proteínas, 9% na produção de energia, 4% no controle da organização celular. 

Cerca de 4% do número total de genes anotados estão envolvidos nos mecanismos de 

transdução de sinal e comunicação celular, vias que têm sido relacionadas com a 

diferenciação celular de fungos patogênicos dimórficos. Em geral, micélio apresenta 

metabolismo aeróbio, uma vez que durante a fase saprofítica, genes que codificam 

enzimas que participam da fosforilação oxidativa estão altamente expressos, em 

contrapartida a fase leveduriforme apresenta metabolismo anaeróbio. 

Com o objetivo de estudar genes possivelmente envolvidos na adaptação e 

sobrevivência de P. brasiliensis no hospedeiro durante a infecção Bailão et al. (2006) 

identificaram genes induzidos durante o processo infectivo e em condições que 

mimetizavam a via hematológica de disseminação fúngica, dentre eles genes 
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relacionados à aquisição de íons, à síntese de melanina e genes envolvidos com a síntese 

ou remodelamento da parede celular. 

Leveduras de P. brasiliensis tratadas com plasma humano apresentaram um 

aumento significativo na expressão de transcritos associados com a degradação de 

lipídeos, síntese de proteínas, o remodelamento da parede e defesa celular (Bailão et al. 

2007).  

As análises comparativas dos perfis de genes super regulados durante a 

incubação com plasma e com sangue demonstraram que aproximadamente 16,6% dos 

transcritos super regulados encontrados no fungo, quando na presença de plasma 

humano, não estavam presentes no sangue, sugerindo a influência das células 

sanguíneas no perfil transcricional (Bailão et al. 2007).  

Análises do transcriptoma de P. brasiliensis durante transição de micélio para 

levedura identificaram genes potencialmente associados ao processo dimórfico, dentre 

eles genes envolvidos na via de assimilação do enxofre como a sulfito redutase, 

isocitrato liase, malato desidrogenase e o gene codificador para a urease, sugerindo a 

importância dessa enzima para a adaptação do fungo nas novas condições ambientais 

(Bastos et al. 2007). 

Costa et al. (2007) analisaram o perfil transcricional de P. brasiliensis durante o 

processo infectivo, a partir de leveduras recuperadas de animais infectados, e 

identificaram alterações na expressão gênica do fungo durante a infecção, como a super 

expressão de enzimas envolvidas no metabolismo de lipídeos, enzimas envolvidas no 

metabolismo de aminoácidos como a glutamina sintetase, dentre outras.  

 

1.5 Adesão 
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A aderência de microrganismos patogênicos aos tecidos do hospedeiro é 

considerada indispensável para o início da colonização e futura disseminação. A adesão 

implica que o patógeno reconheça carboidratos ou proteínas ligantes presentes na 

superfície da célula do hospedeiro ou proteínas constituintes da membrana basal (Patti 

et al. 1994). Em bactérias, as adesinas estão envolvidas nos passos iniciais da 

colonização mediando sua interação com bactérias e a superfície da célula hospedeira. 

As receptinas, proteínas dos microrganismos que possuem capacidade de ligação às 

proteínas de mamíferos, parecem não induzir um efeito secundário ao hospedeiro, como 

ocorre em Helicobacter pylori onde a inter-relação dos fatores de virulência urease, o 

gene A associado à citotoxina A vacuolar (VacA) e a proteína de ativação neutrofílica 

(NAP) são importantes determinantes na colonização e patogenicidade de H. pylori no 

estômago (Dubreuil et al. 2002). 

Três são os tipos de componentes do hospedeiro que os microrganismos podem 

interagir: produtos secretados pelas células, superfície celular do hospedeiro, e proteínas 

da matriz extracelular (MEC), tais como laminina, fibronectina, colágeno tipo I e 

colágeno tipo IV (Mendes-Giannini et al. 2006; 2008). 

A laminina é uma glicoproteína de aproximadamente 900 kDa encontrada na 

membrana basal de vários órgãos, principalmente nos pulmões (Beck, 1990), enquanto 

que a fibronectina é uma glicoproteína dimérica de 440 kDa, presente na forma solúvel 

no plasma sanguíneo e outros fluidos e na forma fibrilar na MEC (Mohri 1996). Essa 

proteína atua como molécula de adesão em tecidos de mamíferos, um processo que 

envolve a ligação de receptores específicos da superfície celular com domínios 

presentes na molécula de fibronectina. 

O colágeno, por ser o principal constituinte da MEC, representa um importante 

alvo para adesão de muitas espécies de microrganismos. O colágeno tipo IV é 
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encontrado principalmente na membrana basal e o colágeno tipo I é abundante na matriz 

intersticial (Gil et al. 1996). Essas proteínas da MEC, normalmente não são expostas na 

superfície do epitélio e endotélio, entretanto, traumas que alterem o tecido do 

hospedeiro podem ocasionar a exposição de membranas basais e tornar acessíveis seus 

componentes (Finlay 1990; Kottom et al. 2003). 

Moléculas capazes de interagir com componentes da MEC têm sido descritas em 

fungos de relevância médica, como P. brasiliensis (Mendes-Giannini et al. 2008), 

Candida albicans (Sheppard et al. 2004), H. capsulatum (McMahon et al. 1995), 

Sporothrix schenckii  (Figueiredo et al.  2004) e C. immitis (Hung et al. 2002). A 

maioria dessas moléculas microbianas são glicoproteínas conhecidas como adesinas, 

apresentando características similares a integrinas ou lectinas (Lima et al. 2001; Huang 

et al. 2003). As integrinas das células hospedeiras reconhecem proteínas da MEC que 

contêm a sequência de aminoácidos do tripeptídeo arginina, glicina e ácido aspártico 

(RGD) (Ruoslahti 1996; Pae et al. 2008).  

P. brasiliensis é capaz de aderir, atravessar e invadir barreiras impostas pelos 

tecidos do hospedeiro (Mendes-Giannini et al. 2000). Estudo de caracterização dos 

componentes da MEC envolvendo a interação de P. brasiliensis com o hospedeiro 

demonstrou que a laminina é uma das principais moléculas que promovem a adesão 

desse fungo, permitindo a sua patogenicidade (Mendes-Giannini et al. 2008), e 

favorecendo assim, a invasão tecidual e disseminação do fungo (Vicentini et al. 1994; 

Andreotti et al. 2005). Dessa forma, a ligação do fungo à laminina poderia ocorrer 

durante a infecção em decorrência da exposição, ocasionada pela injúria tecidual, da 

membrana basal rica em laminina. Estudos indicam que P. brasiliensis interage também 

com a fibronectina e o colágeno humano durante o processo de adesão à célula 

hospedeira (Mendes-Giannini et al. 2006, 2008). 
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Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (Barbosa et al. 2006) e triose fosfato 

isomerase de P. brasiliensis (Pereira et al. 2007) demonstraram ter capacidade de 

ligação à laminina, à fibronectina  e ao colágeno  tipo I. A proteína de parede celular 

Dfg5p, deficiente para o crescimento filamentoso, apresentou capacidade de se ligar à 

laminina, à fibronectina, ao colágeno tipo I e ao colágeno tipo IV, além de apresentar o 

motivo RGD em sua sequência predita (Castro et al. 2008). 

 

 

1.6 Urease  

 

A urease (urea amidohydrolase, EC 3.5.1.5) do feijão, Canavalia ensiformis, foi 

a primeira enzima a ser cristalizada, por James Batcheller Sumner, em 1926 (Simoni et 

al. 2000). Essa proteína pertence à superfamília das hidrolases, as quais necessitam de 

metais para exercer sua atividade catalítica (Jabri et al. 1995). A hidrólise do seu 

substrato uréia produz amônia e carbamato ocasionando o aumento do pH (Mobley et 

al. 1995). O carbamato reage com a água produzindo amônia e ácido carbônico (Figura 

1). 

 

 

Figura 1 - Produção de amônia pela ação da urease sobre a uréia. 
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Estudos desenvolvidos por Carlini & Polacoo (2008) sugerem que a urease seja 

uma proteína multifuncional com múltiplos domínios funcionais. Além de sua atividade 

ureolítica, acredita-se que a urease seja capaz de produzir efeitos tóxicos em insetos; em 

algumas plantas a urease tem ação protetora contra fitopatógenos; em contrapartida a 

urease da bactéria H. pylori pode estimular a secreção e a agregação plaquetária (Carlini 

& Polacoo 2008; Follmer 2008). 

Sequências gênicas da urease de diferentes organismos compartilham 

similaridades significativas (Mobley et al. 1991; Holm & Sander 1997). A urease 

apresenta quatro domínios, sendo três domínios estruturais e um catalítico, o qual se liga 

a um íon metal. Em H. pylori os domínios gama e beta são fusionados compondo a 

subunidade alfa; enquanto em C. ensiformis as subunidades alfa, beta e gama são 

fusionadas compondo uma única subunidade (Jabri et al. 1995). 

Em bactérias como a H. pylori, a urease proporciona o aumento do pH do 

microambiente, demonstrando ter importante papel em patogêneses gástricas (Mobley et 

al. 1991; Mobley 1996). As moléculas de amônia produzidas a partir da hidrólise da 

uréia são usadas para tamponar o pH ácido, com isso a proteína citotoxina vacuolar  

induz alterações nas junções celulares, promovendo a formação de vacúolos e a difusão 

da uréia através do epitélio, favorecendo a infecção por H. pylori pela otimização da 

atividade da urease (Dubreuil et al. 2002). Para Proteus mirabilis, a alcalinização do 

meio resulta no desenvolvimento de infecções do trato urinário e pielonefrites agudas 

(Mobley et al. 1995).  

A atividade da urease foi identificada em alguns fungos como C. neoformans 

(Cox et al. 2000), C. immitis (Mirbod & Schaller 2002), Coccidioides posadasii 

(Mirbod-Donovan et al. 2006). Estudos realizados em Coccidioides spp. demonstraram 

que a urease produzida durante o período de conversão da fase saprofítica para a fase 
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parasítica é, em parte, responsável pela produção da amônia intracelular liberada no 

meio extracelular tornando-o alcalino (Cole 1997). 

Cox et al. (2000) demonstraram que a urease pode ser importante para C. 

neoformans sobreviver em hospedeiros humanos, devido a sobrevivência de 

camundongos infectados com mutante urease negativo. A virulência do selvagem e do 

mutante reconstituído foi significativamente maior quando comparado com o mutante 

urease negativa, demonstrando que a urease de C. neoformans atua como fator de 

virulência. 

Utilizando modelos murinos Olszewski et al. (2004) estudaram o papel da urease 

de Cryptococcus no sistema nervoso central. A inoculação direta do fungo tipo 

selvagem C. neoformans no cérebro de camundongos, quando comparada ao isolado 

com deleção para o gene da urease e do mutante reconstituído, não demonstraram 

diferenças significativas na colonização do sistema nervoso central. Entretanto, quando 

o fungo foi inoculado via endovenosa, o padrão de disseminação para os diferentes 

órgãos e para o cérebro foi de uma menor disseminação cerebral para o gene da urease, 

sugerindo que a urease facilite a invasão do fungo em órgãos vitais por via 

hematogênica. 

Em C. neoformans a urease é transportada em vesículas e encontra-se ativa 

(Rodrigues et al. 2008), assim como em C. posadasii. Neste, a urease é transportada 

dentro de vesículas e vacúolos do citosol para o ambiente externo dos tecidos 

pulmonares causando patologia respiratória.  A atividade da urease aumenta a 

concentração de amônia, contribuindo para a alcalização dos locais de infecção. A 

mutação do gene ure levou à perda da atividade da urease, acarretando a redução 

acentuada na patogenicidade desse fungo nos pulmões de camundongos de BALB/c. 

Aproximadamente 55% dos animais sobreviveram quando comparados a camundongos 
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infectados com C. posadasii selvagem. Os sobreviventes não apresentaram a infecção 

entre 25 e 50 dias após a inoculação (Mirbod-Donovan et al. 2006). 

Em diversos organismos a produção da uréia ocorre via degradação das purinas, 

sendo metabolizada pela ação da urease (Vogels & Drift 1976). Em Bacillus subtilis os 

níveis de urease aumentaram 20 a 25 vezes em células crescidas em meio de cultura 

contendo baixas fontes de nitrogênio. No fungo P. brasiliensis, a condição limitante de 

nitrogênio foi responsável pelo acúmulo de amônia ocasionado pela ação da urease 

(Rocha et al. 2009). Em Aspergillus nidulans sua síntese pode ser reprimida na presença 

de NH3 ou compostos ricos em nitrogênio (Mobley et al. 1995). 

Em Bacillus pasteuri e Morganella morganii a urease é sintetizada 

constitutivamente, enquanto em Klebsiella, condições limitantes de nitrogênio ativam a 

síntese dessa enzima. Para alguns isolados de Escherichia coli a urease é sintetizada em 

resposta às condições ambientais; nas bactérias P. mirabillis e Providencia essa enzima 

é induzida na presença do substrato uréia; em Streptococcus salivarus o pH é 

responsável pela regulação da enzima (Mobley et al. 1995).  

 

1.6.1 Interações da urease com proteínas acessórias 

 

Segundo Heimer and Mobley (2001) a apourease de P. mirabilis é composta de 

três subunidades estruturais, UreA, UreB, e UreC, montadas com um homotrímero de 

heterotrímeros individuais (UreABC)3. Para ativar o sítio catalítico, a apourease  

adquire íons Ni2+ através das proteínas acessórias, UreD, UreE, UreF, e UreG. 

Utilizando o sistema duplo-híbrido, UreD foi encontrada interagindo in vivo com a 

proteína co-acessória UreF. Além disso, interações homomultiméricas de UreD e UreF 

foram detectadas in vivo. Esses dados sugerem que in vivo, UreD de P. mirabilis possa 
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ser importante para recrutar UreF para a apourease, e que a associação 

homomultimérica seja crucial entre essas  proteínas acessórias.  

Em H. pylori, a interação entre UreF UreH e UreE UreG com a subunidade 

catalítica da urease permitiram a inserção do metal Ni2+ no interior da apoenzima. Essa 

apoenzima está associada à interação de UreI com a membrana celular. Esse fato pode 

permitir o acesso imediato da uréia do meio para a enzima intrabacteriana, permitindo a 

produção local de NH3 sem alcalinização citoplasmática geral. Os dados sugerem que a 

interação do complexo de proteínas acessórias com a subunidade catalítica e o canal 

para uréia seja característica da urease de H. pylori (Voland et al. 2003). 

A bactéria Bacillus pasteurii possui a proteína acessória UreG, uma chaperona 

envolvida na montagem do sítio ativo da urease. BpUreG catalisa a hidrólise de GTP, 

confirmando o papel dessa classe de proteínas no consumo de energia e na incorporação 

do metal níquel no sítio ativo da urease (Zambelli et al. 2005).  

Mulrooney et al. (2005) descreveram em Klebsiella aerogenes a proteína UreE, 

uma metalochaperona que transporta íons níquel para a ativação da urease. A presença 

de UreE ajuda a ativação da urease em células cujo meio tenha baixa disponibilidade de 

níquel. Utilizando o sistema duplo-híbrido, Kim et al. (2006) demonstraram que a 

urease de K. aerogenes possue quatro proteínas acessórias - UreD, UreE, UreF e UreG  

as quais são requeridas para formar o sítio ativo da apoproteína urease (UreABC). 

Acredita-se que a região C-terminal da UreF seja responsável pelo reconhecimento e 

ligação do complexo UreD-UreABC, enquanto a região N-terminal de UreF, seja 

responsável pela interação com outros componentes da urease para sua ativação.  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 

 A urease desempenha um importante papel durante a colonização de fungos e 

bactérias nos tecidos do hospedeiro, sendo apontada como fator de virulência. Em 

adição, a urease de P. brasiliensis possui o motivo RGD, o qual pode ser reconhecido 

pelas integrinas da célula hospedeira, modulando assim a ligação do fungo às proteínas 

da matriz extracelular do hospedeiro.  
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3. OBJETIVOS 

 

 

 Identificar, isolar e caracterizar o cDNA codificante para PbURE; 

 Avaliar as relações filogenéticas entre PbURE e ureases de outros fungos; 

 Obter a proteína recombinante PbURE (PbUREr); 

 Verificar se PbUREr atua como adesina em culturas celulares; 

 Avaliar a capacidade de PbUREr purificada de se ligar a componentes da MEC; 

 Avaliar a influência de PbUREr purificada e do anticorpo anti-PbUREr nos 

processos de adesão e invasão de P. brasiliensis às culturas celulares; 

 Investigar, pela técnica de duplo-híbrido, possíveis interações proteína-proteína 

realizadas pela PbUREr. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 O microrganismo P. brasiliensis - O isolado Pb 01 (ATCC, MYA - 826) foi 

crescido em meio ágar Sabouraud dextrose à temperatura de 37°C (fase 

leveduriforme). 

 

4.2 Análise filogenética de PbURE e outros fungos  A relação filogenética entre 

PbURE e ureases de outros fungos foi avaliada utilizando-se sequências de proteínas 

obtidas no GenBank. A árvore filogenética foi construída através do alinhamento das 

sequências utilizando o programa Clustal X (Thompson et al. 1997). A comparação 

entre as sequências foi observada com o auxílio do programa Tree View (Page 

1996). 

 

4.3 Sequenciamento do clone de PbURE  A sequência parcial de PbURE, 

disponível no banco do transcriptoma de P. brasiliensis 

(https://dna.biomol.unb.br/Pb) foi utilizada como ponto de partida para construção de 

oligonucleotídeos (  CAAGAGCTTATCCGGGATGG  -  

CATCCCCAATCTTCATGTAAC  i-  TCCCGTACGAATCAATGATGC  ) a 

fim de obter a sequência completa desse cDNA. As reações de sequenciamento de 

DNA foram realizadas no aparelho MEGABACE  (Amersham Pharmacia Biotech, 

Amersham Place, UK), segundo o método descrito por Sanger et al. (1977), 

utilizando-
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Healthcare). As reações de sequenciamento foram preparadas utilizando-se 

DYEnamic ET terminator Reagent Premix, 5 M de oligonucleotídeos, 200-

de DNA, água Milli-Q para volume final de 10 L. O DNA molde foi desnaturado a 

94ºC por 2 min, seguido de 35 ciclos, sendo a desnaturação a 94ºC por 10 s, o 

anelamento a 45ºC por 15 s e a extensão a 60ºC por 1 min. 

 

4.4 Ligação do fragmento obtido por Reação da Polimerase em Cadeia (PCR) no 

vetor pCR2.1 e análise dos clones  O fragmento obtido por amplificação do banco 

de cDNA de P. brasiliensis, via PCR, foi eluído e ligado ao vetor pCR2.1 (Promega 

Co., Madison, USA) segundo os métodos descritos no protocolo do fabricante. O 

plasmídeo recombinante foi transformado em bactérias competentes E. coli DH5 . 

Após o crescimento, as colônias foram coletadas das placas e submetidas à extração 

e purificação do DNA plasmidial com sistema comercial Flex Prep (GE Healthcare). 

Em seguida, o cDNA de PbURE foi clonado no vetor de expressão pET32a 

(Novagen). O plasmídio recombinante foi utilizado para transformar E. coli BL21 

C43. Os cDNAs plasmidiais obtidos foram amplificados por PCR e os produtos 

foram analisados em gel de agarose a 0,8% após visualização em transluminador. 

 

4.5 Transformação de células E. coli BL21 - Células de E. coli BL21 competentes e 

o sistema de ligação foram mantidos por 30 min no gelo, e posteriormente, 

submetidos ao choque térmico a 42°C por 1 min e 15s. Após incubação a 37°C por 1 

h, sob agitação de 150 g, o material foi semeado em placa de Petri contendo meio LB 

sólido com ampicilina (100 g/mL) e glicose 2M, em seguida, a placas semeadas 

foram incubadas a 37°C por 18 h. 
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4.6 Expressão de PbUREr  Após selecionar os clones positivos, esses foram 

incubados a 37°C, no meio de cultura LB líquido contendo ampicilina 100 g/mL e 

glicose 2M, por 18h sob agitação vigorosa, a 200 g. Após atingir a densidade ótica 

ideal de 0.6, no comprimento de onda 600 nm, foi adicionado IPTG (concentração 

final de 1mM) à cultura celular. O perfil protéico dos clones transformantes foi 

avaliado em gel de poliacrilamida 9% (SDS-PAGE).  

 

4.7 Solubilização da proteína de fusão e purificação da proteína recombinante  

Após a indução, a proteína de fusão PbUREr-pET32a foi solubilizada utilizando-se a 

técnica de sonicação com alta intensidade, cerca de 20 pulsos de 1 min com 

intervalos, entre os pulsos, de 1 min. A proteína de fusão foi purificada utilizando a 

resina Ni-NTA. O protocolo utilizado seguiu as recomendações do fabricante 

(Invitrogen). 

 

4.8 Produção de anticorpo policlonal - A proteína recombinante super-expressa em 

E. coli BL21 foi utilizada para produzir anticorpo policlonal anti-PbUREr em 

coelhos. O soro pré-imune foi obtido antes da primeira imunização.  A reatividade do 

soro coletado dos coelhos contra a PbUREr foi testada através de Western blot. 

 

4.9 Transferência de proteínas para membrana de nitrocelulose  e Western blot - As 

proteínas foram transferidas do gel de poliacrilamida 9% (SDS-PAGE), para a 

membrana de nitrocelulose Hybond-C (Amersham Biosciences) segundo Sambrook 

et al. (1989). O sistema foi colocado na cuba para transferência, com corrente 

constante de 25 V, por 18 h, a 4°C. Após esse período, o sistema foi desmontado a 

membrana de nitrocelulose corada com a solução vermelha Ponceau S para avaliar a 
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eficiência da transferência. Em seguida, a membrana foi descorada e incubada com 

tampão de bloqueio [50 mM PBS, 0.1% (v/v) Tween-20, 5% (w/v) leite desnatado] 

por 18 h, a 4°C. Após três lavagens de 10 min com tampão de lavagem [50 mM PBS, 

0.1% (v/v) Tween-20] a membrana foi incubada por 2 h à temperatura ambiente com 

anticorpo policlonal de coelho anti-PbUREr (diluído 1:2.000 em PBS). Após 

sucessivas lavagens com tampão de lavagem a membrana foi incubada por 1 h à 

temperatura ambiente com o anticorpo secundário anti-IgG de coelho (Sigma 

Aldrich, Co., St. Louis, MO) acoplado à fosfatase alcalina, diluído 1:1000 em 

tampão de bloqueio. A membrana foi lavada três vezes com tampão de lavagem 

durante 10 min e uma vez com PBS 1X. Em seguida, a membrana foi incubada com 

tampão fosfatase alcalina por 15 min e incubada com BCIP/NBT. A reação foi 

interrompida pela adição da solução de parada. 

 

4.10 Cultura celular  Foram utilizadas células epiteliais de pulmão humano 

(pneumócitos A549), cultivadas em garrafas de vidro, no meio HAM-F12 

suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB), e mantidas a 36,5°C. Após 3 

dias, as garrafas de células foram submetidas à tripsinização. Para isso, a 

monocamada celular formada foi lavada com solução ATV (1 mL de solução de 

tripsina 0,2% ; EDTA 0,02%) (Adolfo Lutz). Após lavagem, essa solução foi 

desprezada e acrescentado mais 1 mL de ATV. Em seguida, as células foram 

homogeneizadas com volumes variados do meio correspondente acrescido de 10% 

de SFB. Nessa etapa, a tripsina foi neutralizada pelo SFB presente no meio de 

cultura. O volume total da suspensão celular obtida foi transferido para outras 

garrafas, de modo a se obter uma concentração celular de 106 células/mL. 
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4.11 Infecção de células A549 com P. brasiliensis  Os ensaios de infecção foram 

realizados em placas de seis orifícios. A suspensão de P. brasiliensis foi marcada 

com solução 1mM de CFSE (Carboxyfluoroscein Succinimidyl Est) por 30 minutos a 

37oC.  Após a formação da monocamada celular nas placas, por aproximadamente 

24h, o sobrenadante da cultura foi desprezado e as células foram lavadas 3 vezes com 

1mL cada de PBS 0.05M, pH7.2 estéril. Em seguida, cada poço (exceto controle de 

células normais) foi inoculado com 300 l da suspensão padronizada de 

P.brasiliensis em PBS acrescida de 300 l de meio de cultivo (meio HAM-F12 

desprovido de SFB). Posteriormente, as células infectadas foram incubadas a 36,5°C 

por 2 e 5 h. Para todos os testes foram feitos controles de células normais, ou seja, 

células A549 que não foram tratadas com o fungo. Seguido o período de infecção, as 

células foram lavadas três vezes com PBS, pH 7,2, a fim de eliminar células fungícas 

não aderidas às culturas celulares. As células infectadas foram fixadas com 

paraformaldeído a 4% por 2 h à temperatura ambiente ou 18 h à 8°C. 

 

4.12 Teste de inibição do processo de adesão e invasão  Após 24 h, tempo para 

formação do tapete celular, o sobrenadante da cultura foi desprezado e as células 

foram lavadas três vezes com 1 mL de PBS estéril, pH 7,2. Em seguida, cada poço 

foi incubado com 150 L (total de 25 g/mL) PbUREr acrescido de 150 L de meio 

HAM-F12. O material foi incubado por 1 h à 37°C, e lavado três vezes com PBS pH 

7,2. Após esse período, as células foram infectadas com suspensão padronizada e 

marcada de P. brasiliensis. As células infectadas foram removidas com tripsina, 

fixadas com paraformaldeído a 4% por 2 h à temperatura ambiente ou 18 h à 8°C. A 

avaliação da influência de PbUREr sobre a inibição da adesão e da invasão, após 2 h 

e 5 h de incubação, foi realizada por Citometria de Fluxo (FACSCanto ). No 
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controle, cada poço foi inoculado com 150 L de PBS estéril acrescido de 150 L de 

meio HAM-F12. 

 

4.13 Teste de inibição do processo de adesão e invasão com anticorpos anti-PbUREr 

 O inóculo de P. brasiliensis foi preparado como descrito anteriormente. Um total 

de 300 L da suspensão foi transferido para um microtubo estéril, e centrifugada a 

1.500 g por 5 min. O sobrenadante foi desprezado e 300 L de anticorpos anti-

PbUREr foram adicionados ao pellet. Em seguida, procedeu-se o teste de infecção. O 

controle foi realizado utilizando-se o fungo não tratado com anticorpo anti-PbUREr. 

 

4.14 Avaliação estatística - A análise estatística foi realizada utilizando o teste 

ANOVA, pelo método de Tukey Kramer, usando o software Instat Graph Pad. 

Valores p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.  

 

4.15 Far-Western blot  A proteína PbUREr imobilizada na membrana de 

nitrocelulose foi incubada com tampão de bloqueio (leite desnatado 5% e BSA 3%) 

por 4 horas à temperatura ambiente, e lavadas com tampão PBS-T. Em seguida, tiras 

da membrana foram incubadas com proteínas da MEC laminina (30 g/mL), 

fibronectina (30 g/mL), colágeno tipo I (20 g/mL) e colágeno tipo IV (20 g/mL). 

A incubação foi feita com PBS-T acrescido de BSA 1%, durante 90 min, à 

temperatura ambiente. Após esse tempo, as membranas foram lavadas com tampão 

PBS-T, por 10 min cada lavagem, e incubados por 18 h, à temperatura ambiente, 

com anticorpos anti-laminina, anti-fibronectina, anti-colágeno tipo I e anti-colágeno 

tipo IV, diluídos na proporção 1:100, em PBS-T-BSA. As membranas foram lavadas 

três vezes com tampão PBS-T, por 10 min cada lavagem e incubadas durante 2 h 
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com conjugado anti-IgG, marcado com peroxidase, diluído em PBS-T-BSA, 1:1000. 

Após três lavagens com PBS-T, a reação foi revelada na presença de 

diaminobenzidina (DAB) e peróxido de hidrogênio diluídos em PBS.  

 

4.16 Ensaio de competição com peptídeos sintéticos RGD (arginina, glicina e ácido 

aspártico)  Placas de 96 wells foram preenchidas com células até sua confluência. 

Em seguida, a placa foi lavada três vezes com tampão PBS. As células foram fixadas 

com paraformaldeído a 4% por 30 min à temperatura ambiente. Logo após, a placa 

foi lavada três vezes com PBS-T 0,05% e bloqueada com PBS-SFB 10% durante 1 h, 

à temperatura ambiente, e então lavada três vezes com tampão PBS. Em seguida, a 

reação foi incubada na presença e na ausência do peptídeo sintético RGD (20 

g/mL), por 1 hora, 37°C. Após esse período, essas reações contendo ou não o 

peptídeo sintético RGD (20 g/mL) foram incubados na presença de PbUREr (5 

g/mL), para verificar a influência deste motivo na interação de PbUREr-células. 

Posteriormente, a placa foi lavada três vezes com tampão PBS e incubada com 

anticorpo anti-PbUREr, diluído 1:500 em solução de bloqueio por 1 h à 37°C. Após 

esse tempo, a placa foi lavada três vezes com tampão PBS. As reações contidas na 

placa foram incubadas com o anticorpo secundário conjugado com peroxidase, 

diluído em solução de bloqueio 1:3000, por 1 h à temperatura ambiente. Em seguida, 

a placa foi lavada novamente por três vezes com tampão PBS. Em seguida, 

procedeu-se com a reação com solução reveladora. Após 10 min, a reação foi 

interrompida com 50 L/poço com a solução HCl 3N. A leitura foi realizada a 490 

nm. Os resultados foram analisados otimizando o software OriginPro 7.5. 
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4.17 Plasmídeos utilizados no sistema duplo-híbrido e PCR : pGEM-T Easy 

(Promega®); pGADT7-Rec (Clontech®)  e pGBKT7 (Clontech®). Os sistemas de 

reação consistiram de 50 ng/ L de cDNA, 0,3 L da Taq DNA polimerase 

(Invitrogen), 2,5 mM da mistura de dNTPs, tampão de reação 10X, 50mM MgCl2, 2 

L de oligonucleotídeo sense (  CCCGGGCCGGAAGATGCAGCTAATTC  ) e 2 L 

de oligonucleotídeo anti-sense (  GTCGACCAATCATCCATCAATAGACAAAA  ), 

água Milli-Q para um volume final de 25 L. A sequência de interesse foi 

amplificada utilizando-se uma desnaturação inicial de 94°C por 3 min, 25 ciclos de 

94°C por 1 min e 30 s para desnaturação, 52°C por 1 min e 30 s para o anelamento e 

72°C por 2 min e 30 s para extensão, 72°C por 7 min para extensão final. 

 

4.18 Ligação dos fragmentos de DNA - Para a ligação dos fragmentos de DNA no 

vetor de clonagem pGEM-T Easy preparou-se uma solução com 100 ng do vetor, 

300 ng do inserto Pbure, tampão 10X da ligase (Pr T4 DNA 

ligase (Promega). Esse sistema foi mantido a 4°C por 16 h, e em seguida foi 

realizada a transformação em células E. coli  

 

4.19 Transformação de Pbure -pGEM-T em bactérias competentes E. coli - 

 Pbure -pGEM-T foi adicionado às bactérias 

competentes. A mistura e o sistema de ligação foram mantidos por 30 min no gelo, 

posteriormente, submetidos ao choque térmico a 42°C por 1 min e 15 s, e novamente 

mantida no gelo por 1 min. Em seguida, adicionou-

sendo a cultura levada à agitação de 150 g, a 37°C, por 1 h. A cultura bacteriana foi 

plaqueada em LB- -Gal para 
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transformações com o vetor pGEM-T Easy. As placas foram deixadas na estufa a 

37°C, por 18 h. 

 

4.20 Confirmação das colônias positivas para pGEM-T Easy via PCR e digestão do 

plasmídeo recombinante Pbure/pGEM-T Easy - Os sistemas de reação consistiram 

 de cDNA, Taq DNA polimerase (Invitrogen), 2,5 mM da mistura de 

dNTPs, tampão de reação 10X, 50mM MgCl2, oligonucleotídeo sense e anti-sense, e 

sequência de interesse foram 94°C por 3 min para desnaturação inicial, 35 ciclos a 

94°C por 1 min e 30 s para desnaturação, 52°C por 1 min e 30 s para anelamento, 

72°C 2 min e 30 s para extensão, e 72°C por 10 min para extensão final. O sistema 

o 10X da 

enzima (Buffer O+ Sal

reação foi incubada à 37ºC por 5 h. Em seguida realizou-se a purificação dos 

fragmentos de interesse em gel de agarose com DNA and Gel Band Purification Kit 

(GE), de acordo com as recomendações do fabricante. Posteriormente, esse produto 

foi digerido com a enzima com SmaI (Amersham). O sistema de digestão consistiu 

, tampão 10X da enzima (Buffer T) e 10 

SmaI 

Em seguida foi realizada a purificação de DNA direto na coluna GFX. 

 

4.21 Digestão do vetor pGBKT7 e ligação de Pbure a pGBKT7 - Esse plasmídeo foi 

submetido às mesmas condições de digestão descritas no item 4.21. As purificações 

dos DNAs digeridos foram realizadas direto na coluna GFX. Para a ligação do 

inserto digerido em pGBKT7 preparou-
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e resfriada em gelo 

por 5 min. Posteriormente foram adicionados tampão 10X da ligase (Invitrogen) e 1 

Realizou-se nova transformação por choque térmico e as células foram plaqueadas 

em placas de Petri contendo meio LB-  

 

4.22 Extração de DNA Plasmidial - Os plasmídeos recombinantes foram obtidos 

utilizando o Kit FlexiPrep (Amersham Bioscienceas), no qual colônias transformadas 

foram inoculadas em 5 mL de LB líquido contendo o antibiótico kanamicina (50 

Pbure e mantidas sob agitação de 150 g 

durante 16 h. Os plasmídeos foram analisados em gel de agarose para verificação da 

presença do inserto. 

 

4.23 Manutenção e cultivo de S. cerevisiae - Cepas transformadas de S. cerevisiae 

Y187  Clontech Laboratories, 

Inc.) foram repicadas em placas de Petri com meio de cultura YPDA sólido. As 

placas foram mantidas a 30ºC, por 48 h ou até que as colônias atingissem 

aproximadamente 2 mm de diâmetro. Uma colônia foi retirada e inoculada no meio 

YPDA líquido, sob agitação de 150 g, durante 16 h. Alíquotas dessa cultura celular 

foram inoculadas no meio YPDA líquido sob agitação 150 g, até que atingisse 

DO600nm de 0,15 à 0,3. A cultura foi centrifugada a 1.000 g durante 5 min, à 

temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi 

ressuspendido com 100 mL de YPDA 2X, incubado a 30ºC, por 3-5 h, até que 

atingisse DO600nm de 0,4 à 0,5. A cultura foi centrifugada à 1.000 g durante 5 min, à 

temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi 
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ressuspendido com 100 mL de água 

de gelo antes do uso), e 2- Pbure foram adicionados, e a reação foi 

incubada a 45ºC por 30 min. 

 

4.24 Biblioteca de cDNA de P. brasiliensis (biblioteca construída por Clayton Luiz 

Borges e Juliana Alves Parente)  Células da fase leveduriforme de P. brasiliensis 

foram crescidas, e após extração dos RNAs os cDNAs foram sintetizados e clonados 

no vetor de expressão pGADT7-Rec, o qual contém o gene LEU2, permitindo a 

seleção em meio mínimo sem leucina, em fase de leitura com domínio de ativação 

transcricional de GAL4. O material foi transformado na cepa AH109, mutada para o 

gene LEU2.  

 

4.25 Rastreamento de interações intermoleculares de Pbure e identificação dos 

transcritos rastreados - O estudo das prováveis interações de Pbure com outras 

proteínas foi realizado empregando a técnica de duplo-híbrido em S. cerevisiae, 

cepas AH109 e Y187. O cDNA de Pbure foi clonado no vetor de expressão 

pGBKT7, o qual possui o gene TRP1 (responsável pela seleção em meio mínino sem 

triptofano) em fase de leitura com o domínio de ligação ao DNA de GAL4 (fator 

transcricional de levedura). O produto clonado foi transformado na cepa Y187 

mutada para triptofano de S. cerevisiae. As cepas transformadas Y187 e AH109 

foram inoculadas no mesmo sistema a fim de promover a diploidia (mating), 

ativando assim os genes ADE2 e HIS3, responsáveis pela seleção no meio mínimo 

sem adenina e histidina. O produto do cruzamento foi plaqueado no meio seletivo 

(sem triptofano, leucina, adenina e histidina) para rastreamento das interações 
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realizadas. Para a identificação dos genes que realizam interação com PbUre, o 

produto de PCR do DNA plasmidial extraído de S. cerevisiae diplóides, foi 

sequenciado no MEGABACE  utilizando oligonucleotídeos específicos para o 

vetor pGADT7-Rec. Posteriormente, os dados foram analisados com o auxílio de 

ferramentas de bioinformática, o qual inclui homologia com bancos de dados 

públicos dentre eles, GenBank (http//www.ncbi.nlm.nih.gov) e com os bancos 

referentes aos transcriptomas de P. brasiliensis (http//www.lbm.icb.ufg.br/pipeline).  
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5. RESULTADOS 

 

 

5.1   Obtenção e sequenciamento do cDNA completo codificante para 

PbURE 

 

 A partir de análises realizadas no banco de dados do transcriptoma de P. 

brasiliensis após infecção em camundongo (https://dna.biomol.unb.br/Pb/) foi possível 

concluir que a sequência de Pbure estava incompleta. Visando obter o cDNA completo 

de Pbure, sua sequência parcial foi amplificada, via PCR. O fragmento obtido foi 

aplicado, eluído do gel de agarose 0,8%, clonado no vetor pCR2.1 (Promega), e 

submetido ao sequenciamento automático no aparelho MEGABACE  (GE Healthcare) 

(Figura 2). 
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1 M Q L I P R E I D K L T I S Q L G F L A Q R R L A R G V R L N H A E A T A L I A
1 ATGCAGCTAATTCCGAGAGAGATAGACAAGCTCACCATCTCCCAACTGGGCTTTCTTGCTCAACGACGTCTGGCTCGTGGAGTCAGATTGAACCATGCGGAGGCAACCGCATTAATAGCG

41 S N I Q E L I R D G N H T V A D L M A L G K T M L G R R H V L P S V T S T L H E
121 TCAAACATACAAGAGCTTATCCGGGATGGGAACCATACGGTTGCCGACCTGATGGCCCTAGGCAAGACCATGCTGGGACGCCGCCATGTTCTGCCATCTGTGACCTCCACTCTCCATGAA

81 L F V E G T F P S G T Y L V T V H E P I S S E D G D L E K A L Y G S F L P V P S
241 CTGTTCGTCGAGGGGACTTTCCCCTCTGGCACGTATCTAGTAACCGTCCATGAGCCCATCAGTTCCGAGGACGGTGATCTGGAAAAGGCACTGTATGGTAGCTTCCTGCCAGTACCTTCA

121 N D I F P D P D P E D Y H P L K M P G A V I P V K Q A K I V L N A G R K R L S L
361 AATGACATCTTCCCAGATCCTGACCCGGAAGACTATCACCCGCTGAAAATGCCTGGCGCGGTTATTCCCGTTAAGCAGGCCAAGATTGTACTTAATGCGGGACGGAAGAGATTGAGCCTT

161 K V T S R G D R P I Q V G S H Y H F I E V N P Q L D F D R I K A Y G Y R L D I P
481 AAAGTGACTAGCAGGGGGGATAGACCAATTCAGGTTGGTTCCCATTACCATTTCATCGAGGTCAATCCCCAGCTGGATTTTGACCGTATCAAGGCATATGGCTACCGCCTCGATATCCCT

201 A G T S I R F E P G D S K T V T L V E I A G E K I I H G G N F L A N G K V D L G
601 GCCGGAACTTCTATACGTTTTGAACCGGGAGACTCCAAAACGGTTACCCTCGTTGAGATAGCCGGGGAAAAGATAATTCATGGGGGCAATTTCCTTGCAAACGGGAAGGTAGACCTCGGT

241 R A D E I I E R L Q R A G F A H T P Q P A G D M T R I E P F S M N R E A Y E H M
721 CGAGCGGACGAGATTATCGAACGGCTCCAGCGGGCTGGGTTCGCGCATACTCCCCAGCCTGCTGGGGATATGACACGTATCGAGCCGTTTTCTATGAATAGAGAAGCGTACGAGCATATG

281 F G P T T G D L V R L G S M D L W V K V E K D M T S Y G D E C S F G G G K T L R
841 TTTGGCCCGACTACTGGAGATCTTGTCAGGTTGGGCTCAATGGACTTGTGGGTGAAGGTTGAGAAGGACATGACCTCGTATGGAGATGAGTGTAGTTTTGGCGGAGGTAAAACCCTACGA

321 E G M G Q A S G R G A D D V L D T V I T S A L I I D W S G I Y V A D I G I K G G
961 GAAGGCATGGGCCAAGCTTCAGGGAGGGGTGCGGATGATGTGCTTGATACCGTTATTACGAGCGCACTTATTATCGATTGGAGTGGGATTTACGTGGCTGATATAGGTATTAAGGGGGGT

361 D I V A I G K A G N P D I M D G V H P K M V V G A C T D V I S G E G K I V T A G
1081 GATATTGTGGCCATTGGGAAGGCGGGAAACCCGGATATTATGGATGGTGTCCATCCGAAGATGGTCGTTGGAGCTTGCACCGATGTCATTTCTGGTGAAGGGAAAATAGTGACTGCCGGT

401 G I D T H V H F I C P Q Q V N E S L A S G I T T M F G G G T G P S T G T N A T T
1201 GGCATAGATACTCATGTCCATTTTATTTGTCCACAGCAGGTTAATGAATCTCTGGCATCTGGCATTACCACTATGTTTGGAGGCGGCACAGGCCCCAGTACCGGAACAAACGCAACGACG

441 C T P A P N Q I K Q M I Q A C D H F P M N F G I T G K G N D S G P K G L R E Q C
1321 TGTACGCCTGCGCCAAACCAAATAAAGCAGATGATTCAGGCCTGTGACCACTTCCCGATGAATTTTGGAATCACTGGCAAAGGGAACGATAGTGGACCTAAAGGCCTACGGGAACAATGT

481 R A G A A G L K L H E D W G C T P A A I D T C L D V C D E Y D V Q C L I H T D T
1441 CGTGCCGGAGCCGCAGGCCTCAAGTTACATGAAGATTGGGGATGTACTCCTGCAGCAATCGATACGTGCCTGGACGTATGCGACGAATACGACGTCCAATGTCTTATCCACACCGACACT

521 L N E S G F V E Q T T K A F K N R T I H T Y H T E G A G G G H A P D I I S V V E
1561 CTCAACGAATCCGGCTTTGTCGAACAAACTACCAAAGCATTCAAGAACCGCACAATCCACACCTACCACACAGAAGGGGCGGGGGGAGGACATGCTCCCGATATCATCTCCGTCGTCGAA

561 H P N V L P S S T N P T R P F T M N T L D E H L D M L M V C H H L S K N I R E D
1681 CACCCCAACGTCCTACCAAGCAGCACCAACCCCACGCGCCCATTCACCATGAATACCCTTGATGAGCATCTGGACATGCTCATGGTCTGCCACCATCTCTCCAAAAACATACGCGAGGAC

601 V A F A E S R I R A E T I A A E D V L H D L G A I S M M S S D S Q A M G R C G E
1801 GTCGCGTTCGCCGAAAGCCGCATTCGCGCCGAGACTATCGCGGCGGAAGACGTACTCCATGACCTCGGCGCCATCAGCATGATGTCCTCGGATTCCCAGGCCATGGGCCGTTGTGGAGAA

641 V I L R T W N T A D K N K M Q R G P L K E D E G T G A D N F R V K R Y V S K Y T
1921 GTTATTCTCCGCACGTGGAACACAGCGGATAAGAATAAAATGCAACGGGGGCCGCTGAAGGAGGATGAAGGTACCGGCGCAGATAATTTCAGGGTCAAGAGGTATGTTAGCAAATATACG

681 I N P A I A Q G M S H V I G S V E V G K V A D L V L W T F A N F G T K P S M V L
2041 ATCAATCCAGCAATTGCGCAGGGGATGAGTCATGTTATTGGGAGTGTGGAGGTTGGGAAGGTGGCGGATCTTGTCTTGTGGACTTTTGCGAATTTTGGGACGAAGCCAAGTATGGTGTTG

721 K S G M I A A A M V G D P N A S I P T I E P V V M R Y M F G A R V P Q T S I M F
2161 AAGTCTGGGATGATTGCCGCGGCGATGGTGGGTGATCCAAACGCATCGATTCCAACCATCGAGCCCGTTGTGATGAGATATATGTTCGGGGCACGCGTGCCCCAAACATCCATCATGTTC

761 V S Q A S K S L G I I D S Y G I K K R V E A V R N C R D I G K K D M K Y N D V M
2281 GTCTCCCAAGCATCCAAGAGTTTGGGCATCATTGATTCGTACGGGATCAAGAAACGGGTTGAGGCGGTGCGTAATTGTCGAGATATCGGCAAGAAGGATATGAAATATAACGACGTCATG

801 P K M K V D S E R Y T V E A N G M L C E A E P A S R L H L T Q Q Y F V Y
2401 CCAAAGATGAAGGTTGATTCGGAGCGTTATACTGTCGAAGCAAACGGGATGCTGTGTGAGGCGGAGCCGGCTTCTCGATTACACCTGACGCAGCAGTATTTTGTCTATTGA

URE1-S- I-32aSal

URE-TH-S

URE-S-int-1

URE1-AT-meio

URE1-ATS-int1

URE-TH-AS

URE1-AT-XhoI-32a

 
Figura 2  Sequência do cDNA codante de Pbure. Os nucleotídeos estão 
indicados abaixo e os aminoácidos acima. Os números à esquerda indicam suas 
respectivas posições. Na caixa amarela estão marcados os oligonucleotídeos 
utilizados no para obter a sequência completa do cDNA de Pbure; na caixa 
verde, oligonucleotídeos empregados no sistema duplo-híbrido. As setas 
representam os oligonucleotídeos utilizados na expressão heteróloga no vetor 
pET-32a. 
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5.2   Análise comparativa da sequência deduzida de aminoácidos de 

PbURE de P. brasiliensis. 

 

A sequência deduzida de PbURE possui 836 resíduos de aminoácidos 

correspondendo a uma proteína predita de 90 kDa e pI de 6.0. Esses resultados foram 

obtidos através do programa ScanProsite (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/). PbURE  

possui a assinatura presente em enzimas dependentes de níquel (TAGGIDtHVHficP) e  

entre os aminoácidos 398 e 411, o sítio ativo (MVCHHLsknIreDVaFA) entre os 

aminoácidos 589 e 605 (Figura 3). 

 

 

5.3 Análise filogenética entre PbURE e ureases de outros fungos 

 

Para a análise filogenética entre PbURE e ureases de outros fungos, as 

sequências completas foram pesquisadas nos bancos de dados  Pfam 

(http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.shtml) e NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As 

sequências de aminoácidos completas de dezoito fungos, entre eles, o P. brasiliensis, 

foram alinhadas utilizando o programa CLUSTAL X (Thompson et al. 1997) e 

comparadas através do programa Tree View (Page 1996). A partir desse alinhamento, 

foi gerada a árvore filogenética empregando o método neighbour-joining (Thompson et 

al. 1997) para avaliar as distâncias entre essas sequências. O bootstrap obtido utilizando 

100 replicatas representa a confiabilidade dos ramos. 

A árvore foi enraizada com Cryptococcus neoformans var. grubii, Ustilago 

maydis, Agaricus bisporus e Laccaria bicolor, pertencentes ao filo Basidiomycota. As 

sequências das ureases dos filos Ascomycota se agruparam em clados bem definidos. A 
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PbURE agrupou-se juntamente com outros fungos da ordem Onygenales (Ajellomyces 

capsulatus, C. posadasii e C. immitis). Sequências da ordem Sordariales (Neurospora 

crassa, Gibberella zeae e Podospora anserina) e Eurotiales (Penicillium chrysogenum 

Wisconsin, Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus oryzae, Aspergillus 

flavus, Aspergillus clavatus, Neosartorya fischeri, Penicillium marneffei e Aspergillus 

nidulans) formaram dois grupos separadamente com bootstrap 100 (Figura 4). 

 

 

5.4  Expressão heteróloga e purificação de PbUREr 

 

A expressão heteróloga de PbURE foi realizada a fim de obter a proteína 

recombinante de PbUREr. Para produzir a PbUREr em E. coli, o cDNA correspondente 

foi clonado no vetor de expressão pET-32a (Invitrogen). O plasmídeo resultante, pET-

32a-URE, foi utilizado para transformar células de E. coli BL21. O perfil protéico das 

células lisadas por sonicação foi avaliado em géis de poliacrilamida 9% (SDS-PAGE).  

PbUREr foi purificada por afinidade em coluna de níquel. Sabendo-se que 

PbUREr possui uma massa molecular de 90 kDa e considerando-se que o vetor de 

expressão pET-32a possui nucleotídeos que codificam para treze resíduos de histidina, a 

proteína recombinante fusionada, possui 103 kDa (Figura 5). 
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N. fischeri
A. oryzae
P. brasiliensis
C. immitis
C. posadasii

N. fischeri
A. oryzae
P. brasiliensis
C. immitis
C. posadasii

N. fischeri
A. oryzae
P. brasiliensis
C. immitis
C. posadasii

N. fischeri
A. oryzae
P. brasiliensis
C. immitis
C. posadasii

N. fischeri
A. oryzae
P. brasiliensis
C. immitis
C. posadasii

N. fischeri
A. oryzae
P. brasiliensis
C. immitis
C. posadasii

N. fischeri
A. oryzae
P. brasiliensis
C. immitis
C. posadasii

N. fischeri
A. oryzae
P. brasiliensis
C. immitis
C. posadasii

N. fischeri
A. oryzae
P. brasiliensis
C. immitis
C. posadasii

 
Figura 3 - Alinhamento entre PbURE e ureases de fungos. Os asteriscos (*) indicam 
resíduos de aminoácidos conservados. Os símbolos (: e .) denotam ordem decrescente 
de similaridade entre cada par de aminoácidos correspondentes. As barras (-) indicam 
regiões onde um espaço foi introduzido para otimizar a homologia entre as sequências. 
A assinatura característica da urease dependente de níquel está representada no 
retângulo preto. Os resíduos que participam do sítio ativo estão indicados no retângulo 
verde. Microrganismos utilizados e seus respectivos números de acesso: N. fischeri 
(gi|119496869), A. oryzae (gi|169771067), P. brasiliensis (1178965), C. immitis 
(gi|119189775) e C. posadasii (gi|60280325). 
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Figura 4 - Árvore filogenética ilustrando a relação entre PbURE e ureases de outros 
microrganismos. As sequências foram alinhadas e submetidas à análise filogenética 
utilizando o método neighbour-joining. Os valores de bootstrap obtidos para 100 
replicações indicam a confiabilidade do ramo. As espécies utilizadas, com seu código de 
acesso, foram: C. neoformans var. grubii (gi|58270418), U. maydis (gi|71023925), L. 
bicolor (gi|17009873), A. bisporus (Q1ENF8), N. crassa (gi|85116050), G. zeae 
(gi|46107714), P. anserina (B2AYG6), P. brasiliensis (1178965), A. capsulatus 
(gi|154281373), C. immitis (gi|119189775), C. posadasii (gi|60280325), P. 
chrysogenum Wisconsin (gi|211585864), P. marneffei (gi|212540166), A. niger 
(A2Q896), A. terreus (gi|115390843), A. oryzae (gi|169771067), A. flavus 
(gi|220699327), N. fischeri (gi|119496869), A. clavatus (gi|121702879) e A. nidulans 
(gi|67516299). 
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Figura 5 - Expressão heteróloga e purificação de PbUREr. Análise em gel de 
poliacrilamida SDS-PAGE de PbUREr. Células de E. coli BL21(DE3) foram 
transformadas com o plasmídeo pET-32a-URE, crescidas à 37 C a uma A600 de 0.6 e 
coletadas antes (linha 1), e após de 2 h de incubação com 1 mM IPTG (linha 2). As 
células foram lisadas por sonicação e PbUREr foi isolada por afinidade em coluna de 
níquel (linha 3). PbURE sem a cauda de histidina (linha 4). O marcador com a massa 
molecular está indicado à esquerda. 

 

 

5.5  Identificação da urease de P. brasiliensis por Western blot 

 

A reatividade do soro de coelho policlonal anti- PbUREr foi avaliada frente a 

PbUREr e ao extrato protéico da fase leveduriforme de P. brasiliensis. A validação do 

anticorpo anti-PbUREr foi realizada com o soro de coelho pré-imune (Figura 6). 
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Figura 6  Western blot com anticorpo policlonal anti-PbUREr. Membrana de 
nitrocelulose contendo PbUREr foi transferida do gel SDS-PAGE 9% e incubada com 
anti-PbUREr (1:2000). Linha 1 - soro de coelho pré-imune, linha 2 - PbUREr 
reconhecida pelo anticorpo anti-PbUREr, linha 3 - extrato protéico da fase 
leveduriforme de P. brasiliensis, incubado com anticorpo anti-PbUREr (1:2000). Os 
marcadores de massa molecular estão evidenciados à esquerda. 
 

 

 5.6  Ensaio de infecção às células A549 com P. brasiliensis 

 

Células A549 tratadas por 2 h com leveduras de P. brasiliensis e células tratadas 

com a proteína PbUREr demonstraram índice de adesão semelhantes, não havendo 

diferença significativa entre eles. Células A549 tratadas com anticorpo policlonal anti-

PbUREr apresentaram índice de inibição de infecção significativo, aproximadamente 

50%. Após 5 h, o processo de infecção celular foi ligeiramente aumentado quando as 

células foram tratadas com a proteína PbUREr. Em contrapartida, em células A549 

tratadas com anticorpos policlonais anti-PbUREr o índice de infecção foi 
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significativamente menor quando comparado à infecção total. A interação do fungo e as 

células A549, quando tratadas com PbUREr, foi confirmada através da microscopia de 

fluorescência, com aumento de 1000X (Figura 7). 
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Figura 7 - Índice de infecção (2 h e 5 h) de P. brasiliensis quando em contato com 
células A549 (Figura 7A)*. A influência de PbUREr e dos anticorpos anti- PbUREr 
foram avaliados na interação do fungo com as células A549. BSA - controle negativo 
para PbUREr. Microscopia de fluorescência mostrando a interação do fungo com 
células A549 quando estas foram tratadas com PbUREr (Figura 7B) e depois infectadas 
com P. brasiliensis. Em vermelho, núcleos das células A549 corados com azul de 
Evans; verde, P. brasiliensis marcado com CFSE. A seta indica o fungo nesta interação. 
Controle negativo (Figura 7C). 
 
*O gráfico representa a porcentagem total de infecção com valores significantes de p < 0,05. 

 

 

5.7  Avaliação da capacidade de ligação de PbUREr a componentes da MEC 

através do Far-Western blot. 

 

Figura 7B 

 
 
 

Figura 7C
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A capacidade de ligação de PbUREr aos componentes da MEC laminina, 

fibronectina, colágeno I e colágeno tipo IV foi avaliada via Far-Western blot. A 

proteína PbUREr demonstrou ser capaz de se ligar à fibronectina e colágeno tipo IV 

(Figura 8, linhas 3 e 5, respectivamente). A ligação de PbUREr à fibronectina e ao 

colágeno tipo IV também foi validada pela técnica ELISA (dados não mostrados). Os 

resultados corroboram aqueles obtidos por Far-Western blot. 

 

 

Figura 8 - Ensaio de interação da proteína PbUREr com proteínas da MEC através de 
Far-Western blot. Controle positivo anti- cell free  (1), laminina (2), fibronectina (3), 
colágeno tipo I (4) e colágeno tipo IV (5). 
 

 

5.8  Ensaio de inibição por RGD 

 

A importância do motivo RGD na interação entre a PbUREr e células foi 

comprovada pela habilidade do peptídeo sintético RGD em inibir ou não a interação da 

proteína PbUREr com pneumócitos A549, através do ensaio de ELISA competitivo 

(Figura 9). 
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Figura 9  Ensaio de competição com peptídeo sintético RGD através de ELISA. 
Pneumócitos A549 foram incubados com peptídeo sintético RGD (20 g/mL) e na 
presença de PbUREr (5 g/mL). Anticorpos anti-PbUREr foram utilizados como 
controle. ELISA (DO490nm). O ensaio mostrou que o peptídeo sintético RGD competiu e 
inibiu a interação da PbUREr, quando comparada com a interação apenas de PbUREr.  

 

 

 

5.9  Rastreamento das interações entre proteínas através do ensaio X- -Gal  

 

O produto do cruzamento entre as cepas transformadas Y187 e AH109 foi 

plaqueado em meio mínimo sem adenina e histidina, e mantidos a 30ºC, durante 3 dias. 

Colônias que apresentaram tamanho maior que 3 mm e coloração rosa entre o terceiro e 

oitavo dias foram repicadas em placa contendo o meio mínimo SD/-His/-Leu/-Trp 

(meio mínimo TDO) e meio mínimo SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp (meio mínimo QDO), a 

fim de eliminar colônias falso positivas. Para rastrear as interações entre urease e 

proteínas produzidas pela biblioteca de P. brasiliensis, as colônias positivas do meio 

SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp foram transferidas para placas com o meio mínimo SD/-Ade/-

His/-Leu/-Trp/X- -Gal. A presença de X- -Gal no meio mínimo permite a ativação do 
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gene repórter MEL1, responsável pela produção da enzima -galactosidase que 

hidrolisa o X- -Gal, produzindo colônias azuis (Figura 10). 

 

 

Figura 10  Rastreamento das interações entre PbURE e com outras proteínas através 
do sistema duplo-híbrido em S. cerevisiae. Colônias produzidas a partir do cruzamento 
entre as cepas Y187 e AH109 de S. cerevisiae e plaqueadas em meio mínimo SD/-Ade/-
His/-Leu/-Trp/X- -Gal.  

 

 

5.10  Confirmação dos clones positivos obtidos do cruzamento entre as cepas 

Y187 e AH109 de S. cerevisiae  

Para confirmar a presença do gene Pbure nos clones considerados foram 

realizadas PCRs dos clones selecionados usando 20 mM dos oligonucleotídeos AD-LD 

 AD-  Posteriormente os clones foram sequenciados. 

Na tabela I está descrita a proteína identificada, através do sistema duplo-

híbrido, que possivelmente interage com Pbure, calnexina.  
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Tabela I  Identificação da proteína que interage com PbURE  

Gene Organismo e-value Redundância 

calnexina Paracoccidioides brasiliensis 6e-28 2 
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6. DISCUSSÃO 

  

 

 Neste trabalho, a sequência parcial codificante para URE de P. brasiliensis 

(Pbure) foi obtida através do banco de transcriptoma de P. brasiliensis, durante o 

processo infectivo em camundongo (Costa et al. 2007). O cDNA de Pbure possui 3.012 

nucleotídeos, respectivamente; a região traduzida é composta por 2.511 nucleotídeos, 

produzindo uma proteína de 837 aminoácidos, semelhante às ureases de outros fungos 

patogênicos como C. immitis e C. posadassi (Cole 1997).  

 Na sequência deduzida de aminoácidos de PbURE foi encontrado a assinatura 

TAGGIDtHVHficP, característica de enzimas dependentes de níquel; e a sequência 

MVCHHLsknIreDVaFA, característica do sítio ativo da urease (Jabri et al. 1995). Essas 

sequências estão posicionadas em regiões similares nas ureases de fungos da ordem 

Onygenales (A. capsulatus, C. immitis e C. posadasii). 

O alinhamento entre PbURE e ureases provenientes de outros fungos originou a 

formação de grupos que puderam ser visualizados na árvore filogenética. Os Sordariales 

(N. crassa, G. zeae e P. anserina), os Eurotiales (P. chrysogenum Wisconsin, A. niger, 

A. terreus, A. oryzae, A. flavus, A. clavatus, N. fischeri, P. marneffei e A. nidulans) e  

Onygenales (A. capsulatus, C. posadasii e C. immitis) formaram clados separados com 

altos valores de bootstrap, 100%, 100% e 96%, respectivamente, indicando a 

confiabilidade na formação dos grupos. Esses resultados indicam o agrupamento das 
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ureases dos fungos baseada na classificação filogenética, demonstrando que a urease 

evoluiu similarmente dentro das respectivas ordens. 

 A expressão heteróloga de PbUREr no sistema bacteriano, utilizando o vetor de 

expressão pET-32a, produziu uma proteína de 103 kDa, essa proteína foi utilizada na 

produção de anticorpos policlonais em coelhos. Através de Western-blot foi possível 

detectar que a urease de P. brasiliensis é expressa na fase leveduriforme, presente no 

hospedeiro.  

 Embora P. brasiliensis não seja um microrganismo intracelular obrigatório 

Mendes-Gianinin et al. (2000) relatam que o fungo pode aderir e invadir células 

epiteliais. A urease de H. pylori apresenta uma importante participação na virulência 

bacteriana. Sua aderência ao epitélio gástrico, em conjunto com a produção de lipase e 

algumas toxinas induzem a destruição da superfície epitelial, expondo tecidos sub-

epiteliais e a MEC (Doig et al. 1992; Terres et al. 1998). A urease da bactéria 

Staphylococcus saprophyticus favorece o surgimento de lesões epiteliais, expondo a 

fibronectina na área danificada, e influenciando na adesão da bactéria às células do 

hospedeiro (Meyer, Wengler-Becker & Gatermann 1996).  

A capacidade da PbUREr influenciar na interação do fungo com pneumócitos 

A549 foi avaliada. PbURE parece influenciar na adesão, pois a presença de PbUREr e 

do anticorpo anti- PbUREr  impediram esse processo. O mesmo ocorre em 5 h de 

contato entre P. brasiliensis e pneumócitos A549, indicando a participação de PbUREr 

no evento de invasão do fungo.  

A urease de H. pylori não é descrita como adesina; sua presença no hospedeiro 

induz danos celulares que levam à exposição de componentes da MEC, aos quais se 

ligam proteínas adesinas da bactéria (Dubreuil et al. 2002). Estudos têm demonstrado 

que os fungos empregam a interação mediada por RGD para aderir aos tecidos do 
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hospedeiro (Hostetter, 2000; Bae et al.2007). Na sequência predita de PbURE foi 

identificada a presença do tripeptídeo RGD. Desta forma, a habilidade de PbURE se 

ligar às proteínas da MEC foi avaliada. A PbUREr foi capaz de se ligar à fibronectina e 

ao colágeno tipo IV, sugerindo sua atuação no processo de adesão de P. brasiliensis à 

MEC.  

O experimento de interação entre PbURE e proteínas de P. brasiliensis mostrou 

que PbURE provavelmente interage com calnexina. Essa proteína reconhece 

glicoproteínas monoglicosiladas no retículo endoplasmático, sendo um componente 

essencial do complexo que mantém o enovelamento das glicoproteínas nascentes 

secretadas (Feitosa et al. 2007). Dessa forma, a calnexina poderia interagir com PbURE, 

mantendo seu enovelamento. Experimentos visando validar essa interação estão em 

processo. 
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7. CONCLUSÕES  

 

 A sequência codante de PbURE é composta por 2,5 kb. A sequência deduzida de 

PbURE possui 837 resíduos de aminoácidos correspondendo a uma proteína de 

90 kDa e pI de 6.0; 

 PbURE contém a assinatura presente em enzimas dependentes de níquel 

(TAGGIDtHVHficP) e o sítio ativo (MVCHHLsknIreDVaFA);  

 A análise filogenética com PbURE e ureases de outros fungos mostrou um 

agrupamento baseado na classificação filogenética;  

 A expressão heteróloga da proteína recombinante PbUREr foi avaliada por 

análise em SDS-PAGE, evidenciando uma proteína 90 kDa; 

 A partir da proteína PbUREr foi possível a obtenção de anticorpos policlonais 

que reconheceram PbUREr e PbURE nativa na fase leveduriforme; 

 Através de experimentos Far-Western blot e Elisa foi mostrado que PbUREr foi 

capaz de se ligar às proteínas fibronectina e colágeno IV da MEC;  

 A interação entre P. brasiliensis e células A549 foi avaliada. Células A549 

tratadas com a proteína PbUREr demonstraram índices de infecção menores do 

que os índices da infecção total. Células A549 tratadas com anticorpo policlonal 

anti-PbUREr apresentaram índice de inibição da infecção significativo; 

 O motivo RGD de PbUREr é importante na interação com proteínas da MEC.  

 Através do sistema duplo-híbrido foi identificada a proteína calnexina, que 

possivelmente interage com PbURE. 

 



Caracterização Molecular e Funcional da Urease de Paracoccidioides brasiliensis 

Maria Regilda de Araújo Fernandes 

55 
 

 

 

8. PERSPECTIVAS 

 

 

 Identificar a localização da urease em P. brasiliensis; 

 Confirmar as interações rastreadas com PbURE através da co-imunopreciptação; 

 Identificar outras proteínas que possivelmente interagem com PbURE. 
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