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NAO DESISTA

Mesmo que parega estar dificil.
Mesmo que ninguém te dé uma chance.

Mesmo que pareca que a meta estd tdo fora de alcance.
Nado desista, Ndo desista.
Mesmo quando tudo der errado.
Que tudo do teu lado entristeca.
Que o mundo venha desabando sobre tua cabeca.
Ndo desista, Ndo desista.
Ninguém tem o direito de perder a esperanca.
E sé 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 alcanca 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 dé uma pista.

Tudo o que vocé precisa, é so Jesus, ndo desista.

Ndo desista, Ndo desista.

Joel Marques
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RESUMO

O fungo patogénico humano Paracoccidioides brasiliensis é o agente etioldgico da
Paracoccidioidomicose (PCM). A principal via de contaminagdo ¢ a inalacdo de
micélios ou conidios do fungo que se convertem em leveduras no hospedeiro. Dentre os
fatores de viruléncia descritos para fungos dimdrficos estd a urease, a qual hidrolisa
uréia produzindo amonia e carbamato. Pbure possui 3.012 pb, correspondendo a uma
proteina predita de 837 aminoacidos, massa molecular predita de 90 kDa e pl 6.0.
PbHURE possui assinatura de uma enzima dependente de niquel para sua atividade. A
relacdo filogenética entre PPURE e ureases de outros fungos foi avaliada. O cDNA que
codifica PPURE foi inserido no vetor de expressdo pET-32a e a proteina recombinante
de 103 kDa foi expressa. Anticorpo policlonal foi produzido contra PPURE-r e utilizados
nos ensaios de Western blot, Far-Western blot e ELISA. Os resultados mostram que
PbUREr interfere na interacdo entre P. brasiliensis e células epiteliais pulmonares
A549. PbUREr foi capaz de se ligar as proteinas fibronectina e coldgeno tipo 1V,
componentes da matriz extracelular (MEC). A intera¢do entre PPURE e a proteina

calnexina foi identificada através da técnica de duplo-hibrido.

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

Expressdo heterdloga. Interagdes 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 pl 6.0. PHAURE has
signature to nickel-dependent enzyme for its activity. The phylogenetic relationship
between PHPURE and urease from other fungi was evaluated. The cDNA that encodes
PHURE was inserted into the expression vector pET-32a and recombinant protein of
103 kDa was expressed. Polyclonal antibody were produced against POPUREr and used
on Western blot, Far-Western blot and ELISA. The results showed that POUREr
interferes on interaction between P. brasiliensis and pulmonary epithelial cells A549.
PbHUREr was able to bind to proteins fibronectin and type IV collagen, components of
the extracellular matrix (ECM). The interaction between PhURE and calnexin protein

was identified by the technique of two-hybrid.

X1
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1. INTRODUCAO

1.1 Paracoccidioides brasiliensis € a Paracoccidioidomicose

O fungo Paracoccidioides brasiliensis foi classificado por estudos moleculares
como pertencente ao reino Fungi, filo Ascomycota, ordem Onygenales e familia
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 propés o nome de
Paracoccidioides brasiliensis (Leclerc et al. 1994; Bialek et al. 2000).

P. brasiliensis ¢ um fungo dimorfico, termo-dependente, apresentando a fase
miceliana saprobiotica. O aspecto das culturas nessa fase ¢ esbranquigado e
microscopicamente observa-se a presenga de filamentos finos, hialinos e septados. A
fase de levedura constitui a forma parasitaria do fungo, apresenta-se com células
arredondadas, de parede dupla e brotamentos multiplos caracteristicos, formando a
denominada “roda-de-leme” (Lacaz 1994).

A principal via de contaminacdo ¢ a inalacdo pelo homem dos micélios ou
conidios de P. brasiliensis existentes no meio ambiente, em seguida os conidios podem
se converter em leveduras, sendo fagocitadas por macréfagos (Brummer et al. 1989). Os
macrdofagos podem servir como ambiente para multiplicagdo intracelular do fungo,
possibilitando a disseminagdo local dos pulmdes para outros 6rgdos. A patologia se

estabelece somente apos a transicdo para a fase leveduriforme. Esse processo ocorre
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devido a variacdo da temperatura de 20°C, fase miceliana, para 37°C, fase
leveduriforme (Kanetsuna et al. 1972). Dados clinicos e experimentais indicam a
resposta imune celular como principal mecanismo de defesa do hospedeiro contra a
infecgdo causada pelo P. brasiliensis (Moscardi-Bacchi & Franco 1985).

A PCM pode acometer a pele, os linfonodos, e varios 6rgdos internos, como os
pulmdes e o sistema nervoso central. As manifestagdes clinicas mais comuns sao:
emagrecimento, febre, palidez, adenomegalia, lesdes na pele, tosse, dispnéia, dentre
outros. Esse quadro varia com a forma clinica aguda ou crénica em que o paciente se
encontra. Essa micose sistémica possui distribui¢do geografica limitada a América
Latina, onde ocorre desde o México até a Argentina. Nos casos relatados fora da area
endémica, constatou-se que o paciente visitara um pais latino-americano ou nele residira

(Paniago et al. 2003).

1.2 Epidemiologia e transmissao

Uma vez que a PCM nfo ¢ doenga de notificagdo compulsdria, os célculos de
prevaléncia, incidéncia e morbidade da micose, no Brasil, baseiam-se em relatos de
inquéritos epidemioldgicos e de séries de casos. Acredita-se que sua incidéncia em
zonas endémicas varie de 3 a 4 novos casos/milhdo até 1 a 3 novos casos por 100 mil
habitantes ao ano. Informagdes registradas no Ministério da Satde atestam que 3.181
casos de 6bito por PCM foram registrados no Brasil entre 1980 a 1995, resultando em
taxa de mortalidade por PCM de 1,45 casos por milhdo de habitantes. Nesse estudo, os
autores apontaram a PCM como oitava causa de mortalidade por doenca infecciosa

predominantemente cronica entre as doencas infecciosas e parasitarias, inclusive maior

13
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que a mortalidade por leishmanioses, € a mais alta taxa entre as micoses sist€émicas

(Coutinho et al. 2002).

1.3 Fatores de viruléncia em fungos

A viruléncia de um determinado patdgeno resulta da expressdo de multiplos
genes em diferentes estdgios da infec¢do, como aguda, subaguda e cronica, sendo entdo
associada ao estabelecimento da patologia. As fases de adesdo e sobrevivéncia do
parasita no interior do hospedeiro parecem ser essenciais para o estabelecimento da
patogénese (Rappleye & Goldman 2006).

Em Histoplasma capsulatum, a proteina calcio-ligante (CBP) ¢ necessaria para
aquisicdo de ions calcio durante o parasitismo intracelular das leveduras (Patel et al.
1998), sendo importante na proliferacdo e diferenciagdo celular fingica (Yin et al.
2005). Em Aspergillus fumigates, a enzima o-1,3-glucana sintase modula o
polissacarideo o-1,3-glucana da parede celular possibilitando o crescimento do fungo
nos pulmoes de camundongos infectados (Maubon et al. 2006).

O fungo C. immitis produz a glicoproteina da parede celular (SOWgp) que ¢
expressa na fase parasitaria de fungos patogénicos humanos. Estudos in vitro com
SOWgp de C. immitis demonstraram que essa proteina foi capaz de se ligar a algumas
proteinas da membrana celular, sugerindo que esse antigeno de superficie celular possa
atuar como uma adesina. A dele¢do do gene SOWgp resultou na diminui¢do da adesdo
do fungo as proteinas da matriz extracelular e na reducdo da viruléncia dos mutantes
(Hung et al. 2002).

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

parasitico, € responsavel pela degradacdo do antigeno fungico SOWgp, impedindo o

14
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reconhecimento dos endosporos pelas células fagociticas do hospedeiro (Hung et al.

2005).

1.4 Transcriptomas de P. brasiliensis

Projetos sobre os transcriptomas de P. brasiliensis tém 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. Analises computacionais revelaram que desses
grupos formados, 4.198 (69,4%) mostraram homologia com sequéncias depositadas no
GenBank, 4.130 (68,3%) apresentaram homologia com sequéncias de fungos e 30,2%
foram encontrados apenas em P. brasiliensis. Apos classificacdo, concluiu-se que 29%
desses genes estdo envolvidos no metabolismo celular, 12% na transcri¢do, 10% na
sintese de proteinas, 9% na produgio de energia, 4% no controle da organizag¢ao celular.
Cerca de 4% do nuiimero total de genes anotados estdo envolvidos nos mecanismos de
transdug¢do de sinal e comunicagdo celular, vias que tém sido relacionadas com a
diferenciacdo celular de fungos patogénicos dimorficos. Em geral, micélio apresenta
metabolismo aerdbio, uma vez que durante a fase saprofitica, genes que codificam
enzimas que participam da fosforilagdo oxidativa estdo altamente expressos, em

contrapartida a fase leveduriforme apresenta metabolismo anaerdbio.

Com o objetivo de estudar genes possivelmente envolvidos na adaptagdo e
sobrevivéncia de P. brasiliensis no hospedeiro durante a infec¢do Baildo et al. (2006)
identificaram genes induzidos durante o processo infectivo e em condigdes que
mimetizavam a via hematologica de disseminagdo fungica, dentre eles genes

15
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relacionados a aquisi¢do de ions, a sintese de melanina e genes envolvidos com a sintese
ou remodelamento da parede celular.

Leveduras de P. brasiliensis tratadas com plasma humano apresentaram um
aumento significativo na expressdo de transcritos associados com a degradacdo de
lipideos, sintese de proteinas, o remodelamento da parede e defesa celular (Baildo et al.
2007).

As andlises comparativas dos perfis de genes super regulados durante a
incubagdo com plasma e com sangue demonstraram que aproximadamente 16,6% dos
transcritos super regulados encontrados no fungo, quando na presenca de plasma
humano, nio estavam presentes no sangue, sugerindo a influéncia das células
sanguineas no perfil transcricional (Baildo et al. 2007).

Analises do transcriptoma de P. brasiliensis durante transi¢do de micélio para
levedura identificaram genes potencialmente associados ao processo dimorfico, dentre
eles genes envolvidos na via de assimilagdo do enxofre como a sulfito redutase,
isocitrato liase, malato desidrogenase e o gene codificador para a urease, sugerindo a
importancia dessa enzima para a adaptacdo do fungo nas novas condi¢cdes 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 altera¢des na expressdo génica do fungo durante a infec¢do, como a super
expressdo de enzimas envolvidas no metabolismo de lipideos, enzimas envolvidas no

metabolismo de aminoéacidos como a glutamina sintetase, dentre outras.

1.5 Adesdo

16
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A aderéncia de microrganismos patogénicos aos tecidos do hospedeiro ¢
considerada indispensavel para o inicio da colonizagdo e futura dissemina¢do. A adesdo
implica que o patogeno reconhega carboidratos ou proteinas ligantes presentes na
superficie da célula do hospedeiro ou proteinas constituintes da membrana basal (Patti
et al. 1994). Em bactérias, as adesinas estdo envolvidas nos passos iniciais da
colonizagdo mediando sua intera¢do com bactérias e a superficie da célula hospedeira.
As receptinas, proteinas dos microrganismos que possuem capacidade de ligagdo as
proteinas de mamiferos, parecem ndo induzir um efeito secundério ao hospedeiro, como
ocorre em Helicobacter pylori onde a inter-relagdo dos fatores de viruléncia urease, o
gene A associado a citotoxina A vacuolar (VacA) e a proteina de ativacdo neutrofilica
(NAP) sdo importantes determinantes na colonizagio e patogenicidade de H. pylori no
estomago (Dubreuil et al. 2002).

Trés sdo os tipos de componentes do hospedeiro que os microrganismos podem
interagir: produtos secretados pelas células, superficie celular do hospedeiro, e proteinas
da matriz extracelular (MEC), tais como laminina, fibronectina, coldgeno tipo I e
coldgeno tipo IV (Mendes-Giannini et al. 2006; 2008).

A laminina é uma glicoproteina de aproximadamente 900 kDa encontrada na
membrana basal de varios 6rgdos, principalmente nos pulmoes (Beck, 1990), enquanto
que a fibronectina ¢ uma glicoproteina dimérica de 440 kDa, presente na forma soltuvel
no plasma sanguineo e outros fluidos e na forma fibrilar na MEC (Mohri 1996). Essa
proteina atua como molécula de adesdo em tecidos de mamiferos, um processo que
envolve a ligacdo de receptores especificos da superficie celular com dominios
presentes na molécula de fibronectina.

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

alvo para adesdo de muitas espécies de microrganismos. O coldgeno tipo IV ¢

17
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encontrado principalmente na membrana basal € o colageno tipo I ¢ abundante na matriz
intersticial (Gil et al. 1996). Essas proteinas da MEC, normalmente ndo sdo expostas na
superficie do epitélio e endotélio, entretanto, traumas que alterem o tecido do
hospedeiro podem ocasionar a exposi¢do de membranas basais e tornar acessiveis seus
componentes (Finlay 1990; Kottom et al. 2003).

Moléculas capazes de interagir com componentes da MEC tém sido descritas em
fungos de relevancia 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 sdo glicoproteinas conhecidas como adesinas,
apresentando caracteristicas similares a integrinas ou lectinas (Lima et al. 2001; Huang
et al. 2003). As integrinas das células hospedeiras reconhecem proteinas da MEC que
contém a sequéncia de aminoacidos do tripeptideo arginina, glicina e acido aspartico
(RGD) (Ruoslahti 1996; Pae et al. 2008).

P. brasiliensis ¢ capaz de aderir, atravessar e invadir barreiras impostas pelos
tecidos do hospedeiro (Mendes-Giannini et al. 2000). Estudo de caracterizagdo dos
componentes da MEC envolvendo a interagdo de P. brasiliensis com o hospedeiro
demonstrou que a laminina ¢ uma das principais moléculas que promovem a adesdo
desse fungo, permitindo a sua patogenicidade (Mendes-Giannini et al. 2008), e
favorecendo assim, a invasdo tecidual e disseminag¢do do fungo (Vicentini et al. 1994;
Andreotti et al. 2005). Dessa forma, a ligagdo do fungo a laminina poderia ocorrer
durante a infeccdo em decorréncia da exposi¢do, ocasionada pela injuria tecidual, da
membrana basal rica em laminina. Estudos indicam que P. brasiliensis interage também
com a fibronectina ¢ o colageno humano durante o processo de adesdo a célula

hospedeira (Mendes-Giannini et al. 2006, 2008).
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Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Barbosa et al. 2006) e triose fosfato
isomerase de P. brasiliensis (Pereira et al. 2007) demonstraram ter capacidade de
ligacdo a laminina, a fibronectina e ao colageno tipo I. A proteina de parede celular
Dfg5p, deficiente para o crescimento filamentoso, apresentou capacidade de se ligar a
laminina, a fibronectina, ao coldgeno tipo I e ao coldgeno tipo IV, além de apresentar o

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

1.6 Urease

A urease (urea amidohydrolase, EC 3.5.1.5) do feijdo, Canavalia ensiformis, foi
a primeira enzima a ser cristalizada, por James Batcheller Sumner, em 1926 (Simoni et
al. 2000). Essa proteina pertence a superfamilia das hidrolases, as quais necessitam de
metais para exercer sua atividade catalitica (Jabri et al. 1995). A hidrélise do seu
substrato uréia produz amodnia e carbamato ocasionando o aumento do pH (Mobley et

al. 1995). O carbamato reage com a dgua produzindo amonia e acido carbonico (Figura

1).
D T
HN—C—NH,+HO — NH,+ H,N—C—OH
Urease
uréia agua amonia carbamato
1

H,N—C—OH +HO — NH, + H,CO,

carbamato agua amonia acido
carbonico

Figura 1 - Produ¢do de amonia pela agdo da urease sobre a uréia.
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Estudos desenvolvidos por Carlini & Polacoo (2008) sugerem que a urease seja
uma proteina multifuncional com multiplos dominios funcionais. Além de sua atividade
ureolitica, acredita-se que a urease seja capaz de produzir efeitos toxicos em insetos; em
algumas plantas a urease tem ag@o protetora contra fitopatogenos; em contrapartida a
urease da bactéria H. pylori pode estimular a secrecdo e a agregagdo plaquetdria (Carlini
& Polacoo 2008; Follmer 2008).

Sequéncias génicas da urease de diferentes organismos compartilham
similaridades significativas (Mobley et al. 1991; Holm & Sander 1997). A urease
apresenta quatro dominios, sendo trés dominios estruturais e um catalitico, o qual se liga
a um ion metal. Em H. pylori os dominios gama e beta sdo fusionados compondo a
subunidade alfa; enquanto em C. emsiformis as subunidades alfa, beta e gama sdo
fusionadas compondo uma tnica 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 patogéneses gastricas (Mobley et
al. 1991; Mobley 1996). As moléculas de amodnia produzidas a partir da hidrolise da
uréia s3o usadas para tamponar o pH acido, com isso a proteina citotoxina vacuolar
induz alteragdes nas jungdes celulares, promovendo a formagdo de vacutolos e a difusdo
da uréia através do epitélio, favorecendo a infec¢do por H. pylori pela otimizacdo da
atividade da urease (Dubreuil et al. 2002). Para Proteus mirabilis, a alcalinizagdo do
meio resulta no desenvolvimento de infecgdes do trato urinario 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 periodo de conversdo da fase saprofitica para a fase
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parasitica €, em parte, responsavel pela producdo da amoénia 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 sobrevivéncia de
camundongos infectados com mutante urease negativo. A viruléncia do selvagem e do
mutante reconstituido foi significativamente maior quando comparado com o mutante
urease negativa, demonstrando que a urease de C. neoformans atua como fator de
viruléncia.

Utilizando modelos murinos Olszewski et al. (2004) estudaram o papel da urease
de Cryptococcus no sistema nervoso central. A inoculagdo direta do fungo tipo
selvagem C. neoformans no cérebro de camundongos, quando comparada ao isolado
com delecdo para o gene da urease e do mutante reconstituido, ndo demonstraram
diferencas significativas na colonizagdo do sistema nervoso central. Entretanto, quando
o fungo foi inoculado via endovenosa, o padrao de disseminacdo para os diferentes
orgdos e para o cérebro foi de uma menor disseminagdo cerebral para o gene da urease,
sugerindo que a urease facilite a invasdo do fungo em oOrgdos vitais por via
hematogénica.

Em C. neoformans a urease ¢ transportada em vesiculas e encontra-se ativa
(Rodrigues et al. 2008), assim como em C. posadasii. Neste, a urease ¢ transportada
dentro de vesiculas e vacuolos do citosol para o ambiente externo dos tecidos
pulmonares causando patologia respiratoria. A atividade da urease aumenta a
concentracdo de amonia, contribuindo para a alcalizacdo dos locais de infec¢do. A
mutagdo do gene ure levou a perda da atividade da urease, acarretando a reducdo
acentuada na patogenicidade desse fungo nos pulmdes 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 ndo apresentaram a infecc¢ao
entre 25 e 50 dias apos a inoculag@o (Mirbod-Donovan et al. 2006).

Em diversos organismos a producdo da uréia ocorre via degradagdo das purinas,
sendo metabolizada pela acdo da urease (Vogels & Drift 1976). Em Bacillus subtilis os
niveis de urease aumentaram 20 a 25 vezes em células crescidas em meio de cultura
contendo baixas fontes de nitrogénio. No fungo P. brasiliensis, a condi¢do limitante de
nitrogénio foi responsavel pelo acumulo de amodnia ocasionado pela acdo da urease
(Rocha et al. 2009). Em Aspergillus nidulans sua sintese pode ser reprimida na presenca
de NH3 ou compostos ricos em nitrogénio (Mobley et al. 1995).

Em Bacillus pasteuri e Morganella morganii a urease ¢ sintetizada
constitutivamente, enquanto em Klebsiella, condi¢des limitantes de nitrogénio ativam a
sintese dessa enzima. Para alguns isolados de Escherichia coli a urease ¢ sintetizada em
resposta as condigdes ambientais; nas bactérias P. mirabillis e Providencia essa enzima
¢ induzida na presenga do substrato uréia; em Streptococcus salivarus o pH ¢

responsavel pela regulagdo da enzima (Mobley et al. 1995).

1.6.1 Interagdes da urease com proteinas acessorias

Segundo Heimer and Mobley (2001) a apourease de P. mirabilis ¢ composta de
trés subunidades estruturais, UreA, UreB, e UreC, montadas com um homotrimero de
heterotrimeros individuais (UreABC);. Para ativar o sitio catalitico, a apourease
adquire ions Ni2" através das proteinas acessorias, UreD, UreE, UreF, e UreG.
Utilizando o sistema duplo-hibrido, UreD foi encontrada interagindo in vivo com a
proteina co-acessoria UreF. Além disso, interagdes 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, ¢ que a associagdo
homomultimérica seja crucial entre essas proteinas acessdrias.

Em H. pylori, a interagdo entre UreF—UreH e UreE-UreG com a subunidade
catalitica da urease permitiram a inser¢io do metal Ni** no interior da apoenzima. Essa
apoenzima esta associada a interacdo de Urel com a membrana celular. Esse fato pode
permitir o acesso imediato da uréia do meio para a enzima intrabacteriana, permitindo a
producao local de NH; sem alcalinizagdo citoplasmatica geral. Os dados sugerem que a
interacdo do complexo de proteinas acessdrias com a subunidade catalitica e o canal
para uréia seja caracteristica da urease de H. pylori (Voland et al. 2003).

A bactéria Bacillus pasteurii possui a proteina acessoria UreG, uma chaperona
envolvida na montagem do sitio ativo da urease. BpUreG catalisa a hidrdlise de GTP,
confirmando o papel dessa classe de proteinas no consumo de energia e na incorporagao
do metal niquel no sitio ativo da urease (Zambelli et al. 2005).

Mulrooney et al. (2005) descreveram em Klebsiella aerogenes a proteina UreE,
uma metalochaperona que transporta ions niquel para a ativagdo da urease. A presenca
de UreE ajuda a ativag@o da urease em células cujo meio tenha baixa disponibilidade de
niquel. Utilizando o sistema duplo-hibrido, Kim et al. (2006) demonstraram que a
urease de K. aerogenes possue quatro proteinas acessorias - UreD, UreE, UreF e UreG —
as quais sdo requeridas para formar o sitio ativo da apoproteina urease (UreABC).
Acredita-se que a regido C-terminal da UreF seja responsavel pelo reconhecimento e
ligagdo do complexo UreD-UreABC, enquanto a regido N-terminal de UreF, seja

responsavel pela interacdo com outros componentes da urease para sua ativagao.
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2. JUSTIFICATIVA

A urease desempenha um importante papel durante a coloniza¢do de fungos e
bactérias nos tecidos do hospedeiro, sendo apontada como fator de viruléncia. Em
adi¢do, a urease de P. brasiliensis possui o motivo RGD, o qual pode ser reconhecido
pelas integrinas da célula hospedeira, modulando assim a liga¢do do fungo as proteinas

da matriz extracelular do hospedeiro.
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OBJETIVOS

Identificar, isolar e caracterizar o cDNA codificante para PhURE;

Avaliar as relacdes filogenéticas entre PPURE e ureases de outros fungos;

Obter a proteina recombinante PPURE (PbURETY);

Verificar se PPUREr atua como adesina em culturas celulares;

Avaliar a capacidade de PbURETr purificada de se ligar a componentes da MEC;
Avaliar a influéncia de PPURETr purificada e do anticorpo anti-PhUREr nos
processos de adesdo e invasdo de P. brasiliensis as culturas celulares;

Investigar, pela técnica de duplo-hibrido, possiveis interagdes proteina-proteina

realizadas pela PbUREr.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 O microrganismo P. brasiliensis - O isolado Pb 01 (ATCC, MYA - 826) foi
crescido em meio agar Sabouraud dextrose a temperatura de 37°C (fase

leveduriforme).

4.2  Andlise filogenética de PHURE e outros fungos — A relagdo filogenética entre
PbURE e ureases de outros fungos foi avaliada utilizando-se sequéncias de proteinas
obtidas no GenBank. A arvore filogenética foi construida através do alinhamento das
sequéncias utilizando o programa Clustal X (Thompson et al. 1997). A comparagio
entre as sequéncias foi observada com o auxilio do programa Tree View (Page

1996).

4.3  Sequenciamento do clone de PPURE — A sequéncia parcial de PHURE,
disponivel no banco do transcriptoma de P. brasiliensis
(https://dna.biomol.unb.br/Pb) foi utilizada como ponto de partida para construcio de
oligonucleotideos (Sense 5° — CAAGAGCTTATCCGGGATGG - 3’; Anti-sense meio 5° —
CATCCCCAATCTTCATGTAAC — 3’; Anti-sense 5° — TCCCGTACGAATCAATGATGC - 3°) a
fim de obter a sequéncia completa desse cDNA. As reagdes 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-se o sistema “DYEnamic ET, Dye Terminator Cycle Sequencing” (GE
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Healthcare). As reagdes de sequenciamento foram preparadas utilizando-se
DYEnamic ET terminator Reagent Premix, 5 uM de oligonucleotideos, 200-500 ng
de DNA, agua Milli-Q para volume final de 10 pL.. O DNA molde foi desnaturado a
94°C por 2 min, seguido de 35 ciclos, sendo a desnaturagdo a 94°C por 10 s, o

anelamento a 45°C por 15 s e a extensdo a 60°C por 1 min.

4.4  Ligagdo do fragmento obtido por Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) no
vetor pCR2.1 e analise dos clones — O fragmento obtido por amplificacdo do banco
de cDNA de P. brasiliensis, via PCR, foi eluido e ligado ao vetor pCR2.1 (Promega
Co., Madison, USA) segundo os métodos descritos no protocolo do fabricante. O
plasmideo recombinante foi transformado em bactérias competentes E. coli DH5a.
ApoOs o crescimento, as colonias foram coletadas das placas e submetidas a extragao
e purificagdo do DNA plasmidial com sistema comercial Flex Prep (GE Healthcare).
Em seguida, o cDNA de PHURE foi clonado no vetor de expressdo pET32a
(Novagen). O plasmidio 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% apos visualizacdo em transluminador.
b

4.5  Transformagdo de células E. coli BL21 - Células de E. coli BL21 competentes e
o sistema de ligacdo foram mantidos por 30 min no gelo, e posteriormente,
submetidos ao choque térmico a 42°C por 1 min e 15s. Apds incubagdo a 37°C por 1
h, sob agitacdo de 150 g, o material foi semeado em placa de Petri contendo meio LB
solido com ampicilina (100 pg/mL) e glicose 2M, em seguida, a placas semeadas

foram incubadas a 37°C por 18 h.
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4.6  Expressio de PbUREr — Apds selecionar os clones positivos, esses foram
incubados a 37°C, no meio de cultura LB liquido contendo ampicilina 100 pg/mL e
glicose 2M, por 18h sob agitagdo vigorosa, a 200 g. Apos atingir a densidade Otica
ideal de 0.6, no comprimento de onda 600 nm, foi adicionado IPTG (concentragdo
final de ImM) a cultura celular. O perfil protéico dos clones transformantes foi

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

4.7  Solubilizagdo da proteina de fusdo e purificagdo da proteina recombinante —
Ap6s a indugdo, a proteina de fusdo PODUREr-pET32a foi solubilizada utilizando-se a
técnica de sonicacdo com alta intensidade, cerca de 20 pulsos de 1 min com
intervalos, entre os pulsos, de 1 min. A proteina de fusdo foi purificada utilizando a
resina Ni-NTA. O protocolo utilizado seguiu as recomendacdes do fabricante

(Invitrogen).

4.8  Produgdo de anticorpo policlonal - A proteina recombinante super-expressa em
E. coli BL21 foi utilizada para produzir anticorpo policlonal anti-PhUREr em
coelhos. O soro pré-imune foi obtido antes da primeira imunizagdo. A reatividade do

soro coletado dos coelhos contra a PhURE-r foi testada através de Western blot.

4.9  Transferéncia de proteinas para membrana de nitrocelulose e Western blot - As
proteinas 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 transferéncia, com corrente
constante de 25 V, por 18 h, a 4°C. Apos esse periodo, o sistema foi desmontado a

membrana de nitrocelulose corada com a solu¢do vermelha Ponceau S para avaliar a
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eficiéncia da transferéncia. Em seguida, a membrana foi descorada e incubada com
tampao de bloqueio [50 mM PBS, 0.1% (v/v) Tween-20, 5% (w/v) leite desnatado]
por 18 h, a 4°C. Apos trés lavagens de 10 min com tampao de lavagem [50 mM PBS,
0.1% (v/v) Tween-20] a membrana foi incubada por 2 h a temperatura ambiente com
anticorpo policlonal de coelho anti-PhUREr (diluido 1:2.000 em PBS). Apds
sucessivas lavagens com tampao de lavagem a membrana foi incubada por 1 h a
temperatura ambiente com o anticorpo secundario anti-IgG de coelho (Sigma
Aldrich, Co., St. Louis, MO) acoplado a fosfatase alcalina, diluido 1:1000 em
tampdo de bloqueio. A membrana foi lavada trés vezes com tampdo de lavagem
durante 10 min e uma vez com PBS 1X. Em seguida, a membrana foi incubada com
tampao fosfatase alcalina por 15 min e incubada com BCIP/NBT. A reagdo foi

interrompida pela adi¢do da solugdo de parada.

4.10 Cultura celular — Foram utilizadas células epiteliais de pulmd@o humano
(pneumécitos A549), cultivadas em garrafas de vidro, no meio HAM-F12
suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB), e mantidas a 36,5°C. Apds 3
dias, as garrafas de células foram submetidas a tripsinizagdo. Para isso, a
monocamada celular formada foi lavada com solugdo ATV (1 mL de solugdo de
tripsina 0,2% ; EDTA 0,02%) (Adolfo Lutz). Apds lavagem, essa solugdo 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 suspensdo celular obtida foi transferido para outras

garrafas, de modo a se obter uma concentracdo celular de 10° células/mL.
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4.11 Infeccdo de células A549 com P. brasiliensis — Os ensaios de infec¢do foram
realizados em placas de seis orificios. A suspensdo de P. brasiliensis foi marcada
com solu¢do 1mM de CFSE (Carboxyfluoroscein Succinimidyl Est) por 30 minutos a
37°C. Apos a formac¢do da monocamada celular nas placas, por aproximadamente
24h, o sobrenadante da cultura foi desprezado e as células foram lavadas 3 vezes com
ImL cada de PBS 0.05M, pH7.2 estéril. Em seguida, cada pogo (exceto controle de
células normais) foi inoculado com 300ul da suspensdo padronizada de
P.brasiliensis em PBS acrescida de 300ul 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 Ass9 que ndo foram tratadas com o fungo. Seguido o periodo de infecgdo, as
células foram lavadas trés vezes com PBS, pH 7,2, a fim de eliminar células fungicas
ndo aderidas as culturas celulares. As células infectadas foram fixadas com

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

4.12 Teste de inibicdo do processo de adesdo e invasdo — Apds 24 h, tempo para
formacdo do tapete celular, o sobrenadante da cultura foi desprezado e as células
foram lavadas trés vezes com 1 mL de PBS estéril, pH 7,2. Em seguida, cada pocgo
foi incubado com 150 uL (total de 25 pug/mL) PhUREr acrescido de 150 pL de meio
HAM-F12. O material foi incubado por 1 h a 37°C, e lavado trés vezes com PBS pH
7,2. Apos esse periodo, as células foram infectadas com suspensdo padronizada e
marcada de P. brasiliensis. As células infectadas foram removidas com tripsina,
fixadas com paraformaldeido a 4% por 2 h a temperatura ambiente ou 18 h a 8°C. A
avaliacdo da influéncia de PBURETr sobre a inibicdo da adesdo e da invasdo, apos 2 h

e 5 h de incubacdo, foi realizada por Citometria de Fluxo (FACSCanto™). No
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controle, cada poco foi inoculado com 150 puLL de PBS estéril acrescido de 150 pL de

meio HAM-F12.

4.13  Teste de inibi¢do do processo de adesdo e invasdo com anticorpos anti-PhUREr
— O indculo de P. brasiliensis foi preparado como descrito anteriormente. Um total
de 300 pL da suspensdo foi transferido para um microtubo estéril, e centrifugada a
1.500 g por 5 min. O sobrenadante foi desprezado e 300 puL. de anticorpos anti-
PbURETr foram adicionados ao pellet. Em seguida, procedeu-se o teste de infec¢do. O

controle foi realizado utilizando-se o fungo néo tratado com anticorpo anti-PbURETr.

4.14 Avaliagdo estatistica - A andlise estatistica 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 proteina PhUREr imobilizada na membrana de
nitrocelulose foi incubada com tampao de bloqueio (leite desnatado 5% e BSA 3%)
por 4 horas a temperatura ambiente, e lavadas com tampdo PBS-T. Em seguida, tiras
da membrana foram incubadas com proteinas da MEC laminina (30pg/mL),
fibronectina (30 pg/mL), coldgeno tipo I (20 pg/mL) e colageno tipo IV (20 pg/mL).
A incubagdo foi feita com PBS-T acrescido de BSA 1%, durante 90 min, a
temperatura ambiente. Apds esse tempo, as membranas foram lavadas com tampao
PBS-T, por 10 min cada lavagem, e incubados por 18 h, a temperatura ambiente,
com anticorpos anti-laminina, anti-fibronectina, anti-colageno tipo I e anti-colageno
tipo IV, diluidos na propor¢ao 1:100, em PBS-T-BSA. As membranas foram lavadas

trés vezes com tampao PBS-T, por 10 min cada lavagem e incubadas durante 2 h

31



Caracterizacdo Molecular e Funcional da Urease de Paracoccidioides brasiliensis

Maria Regilda de Araiijo Fernandes

com conjugado anti-IgG, marcado com peroxidase, diluido em PBS-T-BSA, 1:1000.
Apos trés lavagens com PBS-T, a reacdo foi revelada na presenca de

diaminobenzidina (DAB) e perdxido de hidrogénio diluidos em PBS.

4.16 Ensaio de competicdo com peptideos sintéticos RGD (arginina, glicina e acido
aspartico) — Placas de 96 wells foram preenchidas com células até sua confluéncia.
Em seguida, a placa foi lavada trés vezes com tampao PBS. As células foram fixadas
com paraformaldeido a 4% por 30 min a temperatura ambiente. Logo apds, a placa
foi lavada trés vezes com PBS-T 0,05% e bloqueada com PBS-SFB 10% durante 1 h,
a temperatura ambiente, e entdo lavada trés vezes com tampdo PBS. Em seguida, a
reagdo foi incubada na presenca e na auséncia do peptideo sintético RGD (20
pg/mL), por 1 hora, 37°C. Apods esse periodo, essas reacdes contendo ou ndo o
peptideo sintético RGD (20 pg/mL) foram incubados na presenga de PhUREr (5
pg/mL), para verificar a influéncia deste motivo na interacdo de PHUREr-células.
Posteriormente, a placa foi lavada trés vezes com tampao PBS e incubada com
anticorpo anti-PhUREr, diluido 1:500 em solug¢do de bloqueio por 1 h a 37°C. Apos
esse tempo, a placa foi lavada trés vezes com tampao PBS. As reagdes contidas na
placa foram incubadas com o anticorpo secundario conjugado com peroxidase,
diluido em solucdo de bloqueio 1:3000, por 1 h a temperatura ambiente. Em seguida,
a placa foi lavada novamente por trés vezes com tampdo PBS. Em seguida,
procedeu-se com a reacdo com solugdo reveladora. Apés 10 min, a reag¢do foi
interrompida com 50 pL/pogo com a solugdo 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 Plasmideos utilizados no sistema duplo-hibrido e PCR : pGEM-T Easy
(Promega®); pGADT7-Rec (Clontech®) e pGBKT7 (Clontech®). Os sistemas de
reacdo consistiram de 50 ng/uL de cDNA, 0,3 pL da Taq DNA polimerase
(Invitrogen), 2,5 mM da mistura de dNTPs, tampao de reagdo 10X, S0mM MgCl,, 2
pL de oligonucleotideo sense (5° — CCCGGGCCGGAAGATGCAGCTAATTC - 3°) e 2 uL
de oligonucleotideo anti-sense (5° — GTCGACCAATCATCCATCAATAGACAAAA - 3°),
agua Milli-Q para um volume final de 25 pL. A sequéncia de interesse foi
amplificada utilizando-se uma desnaturagdo inicial de 94°C por 3 min, 25 ciclos de
94°C por 1 min e 30 s para desnaturacdo, 52°C por 1 min e 30 s para o anelamento e

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

4.18 Ligacdo dos fragmentos de DNA - Para a liga¢do dos fragmentos de DNA no
vetor de clonagem pGEM-T Easy preparou-se uma solugdo com 100 ng do vetor,
300 ng do inserto Pbure, tampao 10X da ligase (Promega) e 3U/uL da T4 DNA
ligase (Promega). Esse sistema foi mantido a 4°C por 16 h, e em seguida foi

realizada a transformacgdo em células E. coli DH5a.

4.19 Transformagdo de Pbure -pGEM-T em bactérias competentes E. coli DH5a -
Um total de 4 puL da reagdo de ligagdo Pbure -pGEM-T foi adicionado as bactérias
competentes. A mistura e o sistema de ligagcdo foram mantidos por 30 min no gelo,
posteriormente, submetidos ao choque térmico a 42°C por 1 min e 15 s, € novamente
mantida no gelo por 1 min. Em seguida, adicionou-se de 300 pL de meio LB liquido,
sendo a cultura levada a agitagdo de 150 g, a 37°C, por 1 h. A cultura bacteriana foi

plaqueada em LB-dgar adicionado de ampicilina (100 pg/mL) e X-Gal para
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transformagdes com o vetor pGEM-T Easy. As placas foram deixadas na estufa a

37°C, por 18 h.

4.20 Confirmagao das colonias positivas para pGEM-T Easy via PCR e digestdo do
plasmideo recombinante Pbure/pGEM-T Easy - Os sistemas de reacdo consistiram
de 50 ng/uL de cDNA, Taq DNA polimerase (Invitrogen), 2,5 mM da mistura de
dNTPs, tampao de reacdo 10X, 50mM MgCl,, oligonucleotideo sense e anti-sense, €
agua deionizada para um volume final de 25 pL. As condi¢des de amplificagdo da
sequéncia de interesse foram 94°C por 3 min para desnaturagdo inicial, 35 ciclos a
94°C por 1 min e 30 s para desnaturagdo, 52°C por 1 min e 30 s para anelamento,
72°C 2 min e 30 s para extensdo, e 72°C por 10 min para extensdo final. O sistema
de digestdo consistiu de 70 ng/ul. do plasmideo recombinante, tampdo 10X da
enzima (Buffer O") e 10 U/uL da enzima Sa/l para um volume final de 60 pL. A
reacdo foi incubada a 37°C por 5 h. Em seguida realizou-se a purificacdo dos
fragmentos de interesse em gel de agarose com DNA and Gel Band Purification Kit
(GE), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Posteriormente, esse produto
foi digerido com a enzima com Smal (Amersham). O sistema de digestdo consistiu
de 60 ng/uL de plasmideo recombinante, tampdo 10X da enzima (Buffer T) e 10
U/uL de Smal para um volume final de 60 pL. A reagdo foi incubada a 30°C por 5 h.

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

4.21 Digestdo do vetor pGBKT?7 e ligacdo de Pbure a pGBKT7 - Esse plasmideo foi
submetido as mesmas condi¢des de digestdo descritas no item 4.21. As purificagdes
dos DNAs digeridos foram realizadas direto na coluna GFX. Para a ligagdo do

inserto digerido em pGBKT?7 preparou-se o sistema composto de 15ng/uLL do vetor
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20ng/uL do inserto. Essa solucdo foi aquecida a 45°C por 5 min e resfriada em gelo
por 5 min. Posteriormente foram adicionados tampao 10X da ligase (Invitrogen) e 1
U/uL da T4 DNA ligase (Invitrogen). Essa solugdo foi mantida a 4°C, por 16 h.
Realizou-se nova transformagdo por choque térmico e as células foram plaqueadas

em placas de Petri contendo meio LB-agar e 50 pg/mL de kanamicina.

422 Extracdo de DNA Plasmidial - Os plasmideos recombinantes foram obtidos
utilizando o Kit FlexiPrep (Amersham Bioscienceas), no qual colonias transformadas
foram inoculadas em 5 mL de LB liquido contendo o antibidtico kanamicina (50
pg/mL) para transformag¢des com pGBKT7/Pbure e mantidas sob agitagcdo de 150 g
durante 16 h. Os plasmideos foram analisados em gel de agarose para verificagdo da

presenca do inserto.

4.23 Manutencdo e cultivo de S. cerevisiae - Cepas transformadas de S. cerevisiae
Y187 (Matchmaker™ Library Construction & Screening — Clontech Laboratories,
Inc.) foram repicadas em placas de Petri com meio de cultura YPDA solido. As
placas foram mantidas a 30°C, por 48 h ou até que as colOnias atingissem
aproximadamente 2 mm de didmetro. Uma coldnia foi retirada e inoculada no meio
YPDA liquido, sob agitacdo de 150 g, durante 16 h. Aliquotas dessa cultura celular
foram inoculadas no meio YPDA liquido sob agitacdo 150 g, até que atingisse
DOgoonm de 0,15 a 0,3. A cultura foi centrifugada a 1.000 g durante 5 min, a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o peller formado foi
ressuspendido com 100 mL de YPDA 2X, incubado a 30°C, por 3-5 h, até que
atingisse DOgoonm de 0,4 & 0,5. A cultura foi centrifugada a 1.000 g durante 5 min, a

temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi
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ressuspendido com 100 mL de agua ultra pura estéril. Um total de 50 pg de SS
carrier DNA (solug@o a 10 mg/pL incubada a 95°C por 10 min e resfriada em banho
de gelo antes do uso), e 2-5 pg do pGBKT7/Pbure foram adicionados, e a reagdo foi

incubada a 45°C por 30 min.

4.24 Biblioteca de cDNA de P. brasiliensis (biblioteca construida por Clayton Luiz
Borges e Juliana Alves Parente) — Células da fase leveduriforme de P. brasiliensis
foram crescidas, e apds extragdo dos RNAs os cDNAs foram sintetizados e clonados
no vetor de expressdo pGADT7-Rec, o qual contém o gene LEU2, permitindo a
selecdo em meio minimo sem leucina, em fase de leitura com dominio de ativagdo
transcricional de GAL4. O material foi transformado na cepa AH109, mutada para o

gene LEU2.

4.25 Rastreamento de interacdes intermoleculares de Pbure ¢ identificagdo dos
transcritos rastreados - O estudo das provaveis interagdes de Pbure com outras
proteinas foi realizado empregando a técnica de duplo-hibrido em S. cerevisiae,
cepas AH109 e Y187. O cDNA de Pbure foi clonado no vetor de expressdo
pGBKT?7, o qual possui o gene TRP1 (responsavel pela selecdo em meio minino sem
triptofano) em fase de leitura com o dominio de ligacdo 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, responsaveis pela selecdo no meio minimo
sem adenina e histidina. O produto do cruzamento foi plaqueado no meio seletivo

(sem triptofano, leucina, adenina e histidina) para rastreamento das interagdes
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realizadas. Para a identificagdo dos genes que realizam intera¢do com PhUre, o
produto de PCR do DNA plasmidial extraido de S. cerevisiae diploides, foi
sequenciado no MEGABACE™ utilizando oligonucleotideos especificos para o
vetor pGADT7-Rec. Posteriormente, os dados foram analisados com o auxilio de
ferramentas de bioinformatica, o qual inclui homologia com bancos de dados
publicos dentre eles, GenBank (http//www.ncbi.nlm.nih.gov) ¢ com os bancos

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

5.1 — Obtengdo e sequenciamento do cDNA completo codificante para

PbURE

A partir de andlises realizadas no banco de dados do transcriptoma de P.
brasiliensis apds infeccdo em camundongo (https://dna.biomol.unb.br/Pb/) foi possivel
concluir que a sequéncia de Pbure estava incompleta. Visando obter o cDNA completo
de Pbure, sua sequéncia parcial foi amplificada, via PCR. O fragmento obtido foi
aplicado, eluido do gel de agarose 0,8%, clonado no vetor pCR2.1 (Promega), e

submetido ao sequenciamento automatico no aparelho MEGABACE™ (GE Healthcare)

(Figura 2).
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UREl-S$al 1-323
1

M 0 L PR EI DKTZLTTISOQTULGEPFLAT OQRTPERTLA AT RTSGV VR RTLNEHEAEA ATATLTI A
1 [EEGEEGETARNTG CGAGA GAGAT AGACA AGCTC ACCATC TCCCA ACTGG GCTTT CTTGCT CAACG ACGTC TGGCT CGTGG AGTCAG ATTGA ACCAT GCGGA GGCAA CCGCAT TAATA GCG
URE-TH-S

41 s N I 9 8 L I R D G N H T V A DILMALTGT KT ML GRURUHEVYV L P SV T ST L HE

121 TCARACA TCARGAG CTTAT CCGEGATGYGAAC CATACG GITGC CGACC TGATG GCCCTA GGCAR GACCA TGCTG GGACG CCGCCA TGTTC TGCCA TCTGT GACCT CCACTC TCCAT GAA
URE-S-int-1

81 L F V E G T F P S G T Y L VvV T V H E P I S S E D G DL E KA L Y G S F L P V P S

241 CTGTTCGTCGAGGGGACT TTCCC CTCTG GCACG TATCT AGTAAC CGTCC ATGAG CCCAT CAGTTC CGAGGACGGT GATCT GGAAA AGGCAC TGTAT GGTAG CTTCC TGCCA GTACCT TCA

122 N D I F P D P D P E D Y H PL KM©P GAV I P VK QAU KTIUVILDNASGIZ RIEKIZ RTILS L
361 AATGACATCTTCCCAGAT CCTGA CCCGGAAGAC TATCA CCCGCT GARAA TGCCT GGCGC GGTTAT TCCCG TTAAG CAGGC CAAGA TTGTAC TTAAT GCGGG ACGGA AGAGA TTGAGC CTT

1l K Vv T S R G DR P I Q V G S H Y HF I E VNP QL DFDI RTIIKAYSGY RIULDTIP
481 AAAGTGACTAGCAGGGGG GATAGACCAA TTCAGGTTGG TTCCCA TTACC ATTTC ATCGA GGTCAA TCCCC AGCTG GATTT TGACC GTATCA AGGCA TATGG CTACC GCCTC GATATC CCT

2000A G TS I R FE P GDSK TV T LV ETIAGEI KTITIHSGSGNT FTLA ANGI KUV DIL G
601 GCCGGAACTTCTATACGT TTTGA ACCGG GAGAC TCCAAAACGGT TACCC TCGTT GAGAT AGCCGG GGAAA AGATAATTCA TGGGG GCAATT TCCTT GCAAA CGGGA AGGTA GACCTC GGT

241 R A D E I I ERL QRAGV FAUHTU®POQPAGT DMMT RTIEU?PTF SMNIZ RIEA AYEHM
721 CGAGCGGACGAGATTATC GAACG GCTCC AGCGG GCTGG GTTCGC GCATA CTCCC CAGCC TGCTGG GGATA TGACA CGTAT CGAGC CGTTTT CTATG AATAG AGAAG CGTAC GAGCAT ATG

281 F G P T T G DL V RL G S MD UL WV KV EZXK DMMT s Y G DETCSFG G G K T L R
841 TTTGGCC CGACTACTGGA GATCT TGTCA GGTTG GGCTC AATGGA CTTGT GGGTG AAGGT TGAGAA GGACA TGACC TCGTA TGGAG ATGAGT GTAGT TTTGG CGGAG GTAAA ACCCTACGA

321l E G M G Q A S GRGADDVL DTV ITSAILTITIDWS GI YV ADTIGTI KOG G
961 GAAGGCATGGGC CAARGCT TCAGG GAGGG GTGCG GATGA TGTGCT TGATA CCGTT ATTAC GAGCGC ACTTA TTATC GATTG GAGTG GGATTT ACGTG GCTGA TATAG GTATT AAGGGG GGT

361 D I VA I G KAGWNU®P DI MDGVH?PZKMVV GATCTDUVI SGESGI KTIV TA G
1081 GATATTGTGGCCATTGGGAAGGC GGGAAACCCG GATAT TATGGA TGGTG TCCAT CCGAA GATGGT CGTTG GAGCT TGCAC CGATG TCATTT CTGGT GAAGG GAAAA TAGTG ACTGCC GGT

401 G I D T HV HF I CP QQ VN ESTLASGTITTMT FSGSGGTG?P STG TN AT T
1201 GGCATAGATACT CATGTCCATTT TATTT GTCCA CAGCA GGTTAA TGAAT CTCTG GCATC TGGCAT TACCA CTATG TTTGGAGGCG GCACAG GCCCC AGTAC CGGAA CAAAC GCAACGACG

441 Cc T P A P N Q I K QM I Q A CDUHVFPMNZFGITGI K G ND S G P K G LR E Q C
1321 TGTACGCCTGCGCCAAAC CAAAT AAAGC AGATGATTCA GGCCTG TGACC ACTTC CCGAT GAATTT TGGAA TCACT GGCAA AGGGA ACGATA GTGGA CCTAA AGGCC TACGG GAACARA TGT

481 R A G A A G L K L HE DWW GC T PAATI DT CLDVCDEY DV QCULTIHTTDT

1441 CGTGCCGGAGCC GCAGGC CTCAAGTTACATG ARGAT TGGGGATGTACTC CTGCA GCAATC GATAC GTGCC TGGAC GTATG CGACGA ATACG ACGTC CAATG TCTTA TCCACA CCGAC ACT
URE1-AT-meio

522 L. N E S GF VE Q T T KA TFKNIRTTIHTYHTEGAGS G GHAUZPDTI IS VV E

1561 CTCAACGAATCCGGCTTT GTCGAACAAA CTACCAAAGCATTCAA GAACC GCACA ATCCA CACCTA CCACA CAGAA GGGGC GGGGG GAGGAC ATGCT CCCGA TATCA TCTCC GTCGTC GAA

51 H P NV L P S § T NP TR P F T MNTULDEUHULDMTLMV VCHHILS KNTI RE D
1681 CACCCCAACGTCCTACCAAGCAGCACCAACCCCACGCGCCCATT CACCA TGAAT ACCCT TGATGA GCATC TGGAC ATGCT CATGG TCTGCCACCAT CTCTC CARAAACATA CGCGAG GAC

601l VvV A F A E S R I R A E T I AAE DUV LHDUILSGA ATI SMMS S DS QA M GUR C G E
1801 GTCGCGT TCGCC GAAAGC CGCAT TCGCG CCGAG ACTAT CGCGGC GGAAG ACGTA CTCCA TGACCT CGGCG CCATC AGCAT GATGT CCTCGGATTCC CAGGC CATGG GCCGT TGTGGA GAA

641 v I L R T W N T A D K N K M 0Q R G P L K ED E G T GA DNV F RV KR Y VS K Y T
1921 GTTATTC TCCGCACGTGGAACAC AGCGGATAAG AATAA AATGCA ACGGG GGCCG CTGAA GGAGGA TGAAG GTACC GGCGC AGATAATTTCA GGGTC AAGAG GTATG TTAGC ARATAT ACG

681 I N P A I A Q G M S H VI GS V EV GGKVADTI LUV LWTTFANTFGTE K P S MV L
2041 ATCAATCCAGCAATTGCGCAGGG GATGA GTCAT GTTAT TGGGAG TGTGGAGGTT GGGAA GGTGGC GGATC TTGTC TTGTG GACTT TTGCGAATTTT GGGAC GAAGC CAAGT ATGGTG TTG

721 K S G M I AAA MV G DPNASTIU®PTTIEZPV VM RYMT FGA ARUVZPOQTSTIMTF
2161 AAGTCTGGGATGATTGCC GCGGC GATGG TGGGT GATCC AAACGC ATCGA TTCCAACCAT CGAGCC CGTTG TGATG AGATA TATGT TCGGGG CACGC GTGCC CCAAA CATCC ATCATG TTC

761 VS 0 A S K S L G I I DS ¥ G I KKZ RV EAVE RN CRTDTIGT KT KTDMEKVYNDV M
2281 GTCTCCCAAGCA TCCAAGAGTTT GECATCA TTGAT TCGTACGEGA]TCA AGAAA CGGGTT GAGGC GGTGC GTAAT TGTCG AGATAT CGGCA AGAAG GATAT GARAT ATAACG ACGTC ATG
URE1-ATS-intl URE1-AT-XhoI-32a
801 P K M K VD SE R Y T VEANTGMLCEG AETPAST RTLEHTILTOQOQ Y F V Y
2401 CCARAGATGAAGGTTGAT TCGGA GCGTT ATACT GTCGA AGCAAA CGGGA TGCTG TGTGA GGCGGA GCCGG CTTCT CGATT ACACC TGACGC AGCAG T IICHCTATTGH
URE-TH-AS

Figura 2 — Sequéncia do cDNA codante de Pbure. Os nucleotideos estdo
indicados abaixo e os aminoacidos acima. Os nimeros a esquerda indicam suas
respectivas posicdes. Na caixa amarela estdo marcados os oligonucleotideos
utilizados no para obter a sequéncia completa do cDNA de Pbure; na caixa
verde, oligonucleotideos empregados no sistema duplo-hibrido. As setas
representam os oligonucleotideos utilizados na expressdo heterologa no vetor
pET-32a.
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5.2 — Analise comparativa da sequéncia deduzida de aminoacidos de

PbURE de P. brasiliensis.

A sequéncia deduzida de PHURE possui 836 residuos de aminodcidos
correspondendo a uma proteina predita de 90 kDa e p/ de 6.0. Esses resultados foram
obtidos através do programa ScanProsite (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/). PbOURE
possui a assinatura presente em enzimas dependentes de niquel (TAGGIDtHVHficP) e
entre os aminoacidos 398 e 411, o sitio ativo (MVCHHLsknlreDVaFA) entre os

aminoacidos 589 e 605 (Figura 3).

5.3 Analise filogenética entre PPURE e ureases de outros fungos

Para a andlise filogenética entre PHPURE e ureases de outros fungos, as
sequéncias completas foram pesquisadas nos bancos de dados Pfam
(http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.shtml) € NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As
sequéncias de aminoéacidos 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 arvore filogenética empregando o método neighbour-joining (Thompson et
al. 1997) para avaliar as distancias entre essas sequéncias. O bootstrap obtido utilizando
100 replicatas representa a confiabilidade dos ramos.

A arvore foi enraizada com Cryptococcus neoformans var. grubii, Ustilago
maydis, Agaricus bisporus e Laccaria bicolor, pertencentes ao filo Basidiomycota. As

sequéncias 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 (4jellomyces
capsulatus, C. posadasii ¢ C. immitis). Sequéncias da ordem Sordariales (Neurospora
crassa, Gibberella zeae ¢ 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 — Expressao heterologa e purificacdo de PPUREr

A expressdo heterdloga de PHURE foi realizada a fim de obter a proteina
recombinante de PPUREr. Para produzir a PPUREr em E. coli, o cDNA correspondente
foi clonado no vetor de expressdo pET-32a (Invitrogen). O plasmideo resultante, pET-
32a-URE, foi utilizado para transformar células de E. coli BL21. O perfil protéico das
células lisadas por sonicagdo foi avaliado em géis de poliacrilamida 9% (SDS-PAGE).

PHUREr foi purificada por afinidade em coluna de niquel. Sabendo-se que
PbHUREr possui uma massa molecular de 90 kDa e considerando-se que o vetor de
expressao pET-32a possui nucleotideos que codificam para treze residuos de histidina, a

proteina recombinante fusionada, possui 103 kDa (Figura 5).
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A. oryzae T DTHIHFIC [QQVDEALASGITT TG STGSNATTCT G THMRQMIQACDHL INVGITGKGNDCGGISTEEQIV KLHEDWGST
P. brasiliensis [T DTHVHFIC RQVNESLASGITT TG STGTNATTCT A NQIKQMIQACDHF-MNFGITGKGNDSG KGLREQCR HEDWGCT
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N. fischeri DTCLDMCDKFDVQCMTHTDTLNESGFVEQTVKSFKNRTTHTYHTE HA DITSVVEH NVL SSTN-- TR FTMNTLDEHLD CHHLS
A. oryzae DTCLDMCDKYDVQCMTHTDTLNESGFVEQTTEAFKNRTTHTYHTE HA DITSVVEH NVL SSTN-- TR FTMNTLDEHLD CHHLS
P. brasiliensis DTCLDVCDEYDVQCLIHTDTLNESGFVEQTTK HTYHTE HA DIISVVEH NVL SSTN T TR FTMNTLDEHLD CHHLS
C. immitis DTCLQVCDEFDIQCLIHTDTLNESGFVEQTVN HTYHTE HA DIISVVEK NVL SSTN-- TR YTVNTLDEHLD CHHLS
C. posadasii DTCLQVCDEFDIQCLIHTDTLNESGFVEQTIN HTYHTE HA DIISVVEK NVL SSTN-- TR YTVNTLDEHLD CHHLS
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N. fischeri KNI ED EDVLHD SMMSSDSQAMGRCGE NTAHK KEDEGTGADNFR YTIN QGMSH
A. oryzae KNIAED EDVLHD SMMSSDSQAMGRCGE NT KEDEGTGADN N QGMSH
P. brasiliensis gy RED EDVLHD SMMSSDSQAMGRCGE NT KEDEGTGADN N QGMSH
C. immitis KDI ED EDVLHDTGATISMLSSDSQ RCGE NT RLKEDEGTDSDN N QGMAYT
C. posadasii KDI ED EDVLHDT SMLSSDSQ RCGE NT {MERGRLKEDEGTDSDN N QGMAHT
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N. fischeri SVEVGKLAD H STFGTK AQILKS SQMGD NGSI TIE sTS SQASIDDGIVQSY: <
A. oryzae SVE D H SS CTK TQ VKS TAAQMGD NGSI TIE YV STS SQASIDAGTVQSY
P. brasiliensis g g D TFANFGTK S KS MUGD NAST TIE RV QTS S0 SKS DSY
C. immitis SVE D KFANFGTK SMVLKS SAQMGD NGSI TIE YAS'N KAS SQASIK DSYH
C. posadasii SVE D KFANFGTK S KS SAQMGD NGSI TIE R 'YAS'N KAS SQASIK DSYH
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N. fischeri KEND KMRVD ESYVVEADGVLCEAE AEAL' LTQDYFVY
A. oryzae KYNDTM KMHVDAESYAVEADGVLCDAQ AVSL LTQDFFVY
P. brasiliensis KYND KMKVDSERYTVEAN! CEAE ASRLHLTQQYFVY
C. immitis KFND KMRVD ESYVVEADGEECTAE VSE TQDYFVY
C. posadasii KFND KMRVD ESYVVEADGEECTAE VSE TODYFVY

Figura 3 - Alinhamento entre PPURE e ureases de fungos. Os asteriscos (*) indicam
residuos de aminodcidos conservados. Os simbolos (: e .) denotam ordem decrescente
de similaridade entre cada par de aminoacidos correspondentes. As barras (-) indicam
regides onde um espaco foi introduzido para otimizar a homologia entre as sequéncias.
A assinatura caracteristica da urease dependente de niquel estd representada no
retangulo preto. Os residuos que participam do sitio ativo estdo indicados no retingulo
verde. Microrganismos utilizados e seus respectivos nimeros de acesso: N. fischeri
(g1|]119496869), A. oryzae (gi|169771067), P. brasiliensis (1178965), C. immitis
(gi1|119189775) e C. posadasii (gi|60280325).
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Figura 4 - Arvore filogenética ilustrando a relagdo entre PHPURE e ureases de outros
microrganismos. As sequéncias foram alinhadas e submetidas a andlise filogenética
utilizando o método neighbour-joining. Os valores de bootstrap obtidos para 100
replicacdes indicam a confiabilidade do ramo. As espécies utilizadas, com seu codigo de
acesso, foram: C. neoformans var. grubii (gi|58270418), U. maydis (gi|71023925), L.
bicolor (gi|17009873), A. bisporus (QIENFS), N. crassa (gi|85116050), G. zeae
(g1|46107714), P. anserina (B2AYG6), P. brasiliensis (1178965), A. capsulatus
(gi|154281373), C. immitis (gi|119189775), C. posadasii (gi|60280325), P.
chrysogenum Wisconsin (g1|211585864), P. marneffei (gi|212540166), A. niger
(A2Q896), A. terreus (gi|115390843), A. oryzae (gi|l69771067), A. flavus
(g1]220699327), N. fischeri (gi|119496869), A. clavatus (gi|121702879) e A. nidulans
(g1/67516299).
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Figura 5 - Expressdo heteréloga e purificacio de PHUREr. Andlise em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE de PbHUREr. Células de E. coli BL21(DE3) foram
transformadas com o plasmideo pET-32a-URE, crescidas a 37°C a uma Agy de 0.6 e
coletadas antes (linha 1), e ap6s de 2 h de incubacdo com 1 mM IPTG (linha 2). As
células foram lisadas por sonicacdo e PPUREr foi isolada por afinidade em coluna de
niquel (linha 3). PPURE sem a cauda de histidina (linha 4). O marcador com a massa
molecular esta indicado a esquerda.

5.5 — Identificagdo da urease de P. brasiliensis por Western blot

A reatividade do soro de coelho policlonal anti- PAURETr foi avaliada frente a
PbURETr e ao extrato protéico da fase leveduriforme de P. brasiliensis. A validagdo do

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

5.6 — Ensaio de infeccdo as células A549 com P. brasiliensis

Células A549 tratadas por 2 h com leveduras de P. brasiliensis e células tratadas
com a proteina PPUREr demonstraram indice de adesdo semelhantes, ndo havendo
diferenca significativa entre eles. Células A549 tratadas com anticorpo policlonal anti-
PbURETr apresentaram indice de inibicdo de infeccdo significativo, aproximadamente
50%. Apds 5 h, o processo de infec¢do celular foi ligeiramente aumentado quando as
células foram tratadas com a proteina PPUREr. Em contrapartida, em células A549

tratadas com anticorpos policlonais anti-PhPUREr o indice de infeccdo foi
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significativamente menor quando comparado a infecgao total. A interacdo do fungo e as
células A549, quando tratadas com PHURETr, foi confirmada através da microscopia de

fluorescéncia, com aumento de 1000X (Figura 7).

Figura 7A Figura 7B

Il Infeccio Total
[ BSA

[ PPUREr
[ Anti-PhUREr

30

Figura 7C

Porcentagem de Infeccio (%)

2h 5h
Tempo (h)

Figura 7 - Indice de infeccdio (2 h e 5 h) de P. brasiliensis quando em contato com
células A549 (Figura 7A)*. A influéncia de PhUREr e dos anticorpos anti- PbPUREr
foram avaliados na interacdo do fungo com as células A549. BSA - controle negativo
para PhUREr. Microscopia de fluorescéncia mostrando a interagdo do fungo com
células A549 quando estas foram tratadas com PhUREr (Figura 7B) e depois infectadas
com P. brasiliensis. Em vermelho, nucleos das células A549 corados com azul de
Evans; verde, P. brasiliensis marcado com CFSE. A seta indica o fungo nesta interacao.
Controle negativo (Figura 7C).

*Q grafico representa a porcentagem total de infec¢do com valores significantes de p < 0,05.

5.7 — Avaliag¢do da capacidade de ligacdo de PhPUREr a componentes da MEC

através do Far-Western blot.
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A capacidade de ligacdo de PHUREr aos componentes da MEC laminina,
fibronectina, colageno I e coldgeno tipo IV foi avaliada via Far-Western blot. A
proteina PPUREr demonstrou ser capaz de se ligar a fibronectina e colageno tipo IV
(Figura 8, linhas 3 e 5, respectivamente). A ligacdo de PPUREr a fibronectina e ao
coladgeno tipo IV também foi validada pela técnica ELISA (dados ndo mostrados). Os

resultados corroboram aqueles obtidos por Far-Western blot.

1 2 3 4 3
I I I I I R
Figura 8 - Ensaio de interagdo da proteina PAUREr com proteinas da MEC através de

Far-Western blot. Controle positivo anti- cell free (1), laminina (2), fibronectina (3),
colageno tipo I (4) e colageno tipo IV (5).

5.8 — Ensaio de inibi¢do por RGD

A importancia do motivo RGD na interagdo entre a PhUREr e células foi
comprovada pela habilidade do peptideo sintético RGD em inibir ou no a intera¢do da

proteina PPUREr com pneumocitos A549, através do ensaio de ELISA competitivo

(Figura 9).
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Figura 9 — Ensaio de competicio com peptideo sintético RGD através de ELISA.
Pneumocitos A549 foram incubados com peptideo sintético RGD (20 pug/mL) e na
presenga de PHUREr (5 pg/mL). Anticorpos anti-PhUREr foram utilizados como
controle. ELISA (DO4oonm). O ensaio mostrou que o peptideo sintético RGD competiu e
inibiu a interagdo da PPUREr, quando comparada com a interagdo apenas de PhUREr.

5.9 — Rastreamento das interagdes entre proteinas através do ensaio X-a-Gal

O produto do cruzamento entre as cepas transformadas Y187 ¢ AH109 foi
plaqueado em meio minimo sem adenina e histidina, € mantidos a 30°C, durante 3 dias.
Colonias que apresentaram tamanho maior que 3 mm e coloragdo rosa entre o terceiro e
oitavo dias foram repicadas em placa contendo o meio minimo SD/-His/-Leu/-Trp
(meio minimo TDO) e meio minimo SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp (meio minimo QDO), a
fim de eliminar colonias falso positivas. Para rastrear as interagcdes entre urease e
proteinas produzidas pela biblioteca de P. brasiliensis, as colonias positivas do meio
SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp foram transferidas para placas com o meio minimo SD/-Ade/-

His/-Leu/-Trp/X-a-Gal. A presenca de X-a-Gal no meio minimo permite a ativacdo do
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gene reporter MELI, responsavel pela producdo da enzima a-galactosidase que

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

Figura 10 — Rastreamento das interagdes entre PDURE e com outras proteinas através
do sistema duplo-hibrido em S. cerevisiae. Colonias produzidas a partir do cruzamento
entre as cepas Y187 e AH109 de S. cerevisiae e plaqueadas em meio minimo SD/-Ade/-
His/-Leu/-Trp/X-a-Gal.

5.10 — Confirmagao dos clones positivos obtidos do cruzamento entre as cepas

Y187 e AH109 de S. cerevisiae

Para confirmar a presenga do gene Pbhure nos clones considerados foram
realizadas PCRs dos clones selecionados usando 20 mM dos oligonucleotideos AD-LD

5’ e AD-LD 3’. Posteriormente os clones foram sequenciados.

Na tabela 1 esta descrita a proteina identificada, através do sistema duplo-
hibrido, que possivelmente interage com Pbure, calnexina.
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Tabela I — Identificacio da proteina que interage com PAURE

Gene Organismo e-value Redundancia

calnexina Paracoccidioides brasiliensis 6e-28 2
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho, a sequéncia 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
nucleotideos, sendo as regides 5’e¢ 3’ ndo traduzidas constituidas de 261 e 243
nucleotideos, respectivamente; a regido traduzida é composta por 2.511 nucleotideos,
produzindo uma proteina de 837 aminoacidos, semelhante as ureases de outros fungos
patogénicos como C. immitis e C. posadassi (Cole 1997).

Na sequéncia deduzida de aminoacidos de PPURE foi encontrado a assinatura
TAGGIDtHVHf{icP, caracteristica de enzimas dependentes de niquel; e a sequéncia
MVCHHLsknlreDVaFA, caracteristica do sitio ativo da urease (Jabri et al. 1995). Essas
sequéncias estdo posicionadas em regides similares nas ureases de fungos da ordem
Onygenales (A. capsulatus, C. immitis ¢ C. posadasii).

O alinhamento entre PPURE e ureases provenientes de outros fungos originou a
formacao de grupos que puderam ser visualizados na arvore 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 (4. capsulatus, C. posadasii e C. immitis) formaram clados separados com
altos valores de bootstrap, 100%, 100% e 96%, respectivamente, indicando a

confiabilidade na forma¢do dos grupos. Esses resultados indicam o agrupamento das
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ureases dos fungos baseada na classificagdo filogenética, demonstrando que a urease
evoluiu similarmente dentro das respectivas ordens.

A expressao heterdloga de PPURET no sistema bacteriano, utilizando o vetor de
expressdo pET-32a, produziu uma proteina de 103 kDa, essa proteina foi utilizada na
produgdo de anticorpos policlonais em coelhos. Através de Western-blot foi possivel
detectar que a urease de P. brasiliensis é expressa na fase leveduriforme, presente no
hospedeiro.

Embora P. brasiliensis ndo seja um microrganismo intracelular obrigatério
Mendes-Gianinin et al. (2000) relatam que o fungo pode aderir e invadir células
epiteliais. A urease de H. pylori apresenta uma importante participacdo na viruléncia
bacteriana. Sua aderéncia ao epitélio gastrico, em conjunto com a producdo de lipase e
algumas toxinas induzem a destruicdo da superficie epitelial, expondo tecidos sub-
epiteliais ¢ a MEC (Doig et al. 1992; Terres et al. 1998). A urease da bactéria
Staphylococcus saprophyticus favorece o surgimento de lesdes epiteliais, expondo a
fibronectina na area danificada, e influenciando na adesdo da bactéria as células do
hospedeiro (Meyer, Wengler-Becker & Gatermann 1996).

A capacidade da PHURETr influenciar na intera¢do do fungo com pneumocitos
AS549 foi avaliada. PPURE parece influenciar na adesdo, pois a presenga de PhUREr e
do anticorpo anti- PPUREr impediram esse processo. O mesmo ocorre em 5 h de
contato entre P. brasiliensis e pneumdcitos A549, indicando a participagdo de PbPUREr
no evento de invasdo do fungo.

A urease de H. pylori ndo ¢ descrita como adesina; sua presenga no hospedeiro
induz danos celulares que levam a exposi¢do de componentes da MEC, aos quais se
ligam proteinas adesinas da bactéria (Dubreuil et al. 2002). Estudos tém demonstrado

que os fungos empregam a interagdo mediada por RGD para aderir aos tecidos do
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hospedeiro (Hostetter, 2000; Bae et al.2007). Na sequéncia predita de PPURE foi
identificada a presenca do tripeptideo RGD. Desta forma, a habilidade de POURE se
ligar as proteinas da MEC foi avaliada. A PhURE-r foi capaz de se ligar a fibronectina e
ao colageno tipo IV, sugerindo sua atuag@o no processo de adesdo de P. brasiliensis a
MEC.

O experimento de interacdo entre PPURE e proteinas de P. brasiliensis mostrou
que PLURE provavelmente interage com calnexina. Essa proteina reconhece
glicoproteinas monoglicosiladas no reticulo endoplasmatico, sendo um componente
essencial do complexo que mantém o enovelamento das glicoproteinas nascentes
secretadas (Feitosa et al. 2007). Dessa forma, a calnexina poderia interagir com PbURE,
mantendo seu enovelamento. Experimentos visando validar essa interacdo estdo em

Pprocesso.
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CONCLUSOES

A sequéncia codante de PPURE é composta por 2,5 kb. A sequéncia deduzida de
PbHURE possui 837 residuos de aminoacidos correspondendo a uma proteina de
90 kDa e pI de 6.0;

PbURE contém a assinatura presente em enzimas dependentes de niquel
(TAGGIDtHVHficP) e o sitio ativo (MVCHHLsknlreDVaFA);

A andlise filogenética com PhURE e ureases de outros fungos mostrou um
agrupamento baseado na classificacdo filogenética;

A expressdo heterologa da proteina recombinante PHUREr foi avaliada por
analise em SDS-PAGE, evidenciando uma proteina 90 kDa;

A partir da proteina PDURET foi possivel a obtencdo de anticorpos policlonais
que reconheceram PhUREr e PhURE nativa na fase leveduriforme;

Através de experimentos Far-Western blot e Elisa foi mostrado que PhURE-r foi
capaz de se ligar as proteinas fibronectina e colageno IV da MEC;

A intera¢do entre P. brasiliensis e células A549 foi avaliada. Células A549
tratadas com a proteina POUREr demonstraram indices de infeccdo menores do
que os indices da infecgao total. Células A549 tratadas com anticorpo policlonal
anti-PbURETr apresentaram indice de inibi¢do da infeccao significativo;

O motivo RGD de PHAURETr € importante na interagdo com proteinas da MEC.
Através do sistema duplo-hibrido foi identificada a proteina calnexina, que

possivelmente interage com PhURE.
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8. PERSPECTIVAS

e Identificar a localizag¢do da urecase em P. brasiliensis;
e Confirmar as interagdes rastreadas com PHPURE através da co-imunopreciptacio;

e Identificar outras proteinas que possivelmente interagem com PHURE.
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