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ou longa demais pra nos,
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Lagrima que corre,
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Amor que promove.

E isso nao € coisa de outro mundo,
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E o que faz com que ela

ndo seja curta, nem longa demais

Mas que seja intensa,

verdadeira, pura...

Enquanto durar.

Feliz aquele que transfere o que sabe e aprende o que ensina.”
(Cora Coralina)
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RESUMO

O fungo de patogé€nico Paracoccidioides brasiliensis agente causador da
Paracoccidioidomicose (PCM), uma micose pulmonar adquirida pela inalagdo de
propagulos aéreos do fungo que pode se disseminar a vérios 6rgaos e tecidos levando a
uma forma severa da doenga. Dentro do hospedeiro, P. brasiliensis usa o ciclo do
glioxalato (CG) para sobrevivéncia intracelular. Adesdo e invasdo das células do
hospedeiro sdo passos essenciais envolvidos na internalizacdo e disseminacdo do
patégeno. Aqui, nés evidénciamos que malato sintase de P. brasiliensis (PbMLS) é
secretada, e € localizada na parede da célula. PODMLS foi superexpressa em Escherichia
coli, e o anticorpo policlonal contra esta proteina foi obtido. Usando Microscopia Laser
Confocal (CLSM) e anélise de Western blot, PPMLS foi encontrada no citoplasma e na
parede da célula na fase leveduriforme de P. brasiliensis nas células mae e broto.
PbMLSr e o respectivo anticorpo policlonal produzido contra esta proteina inibiram a
interacdo de P. brasiliensis com células epiteliais A549 cultivads  in vitro. Estas
observacdes indicariam que MLS associada a parede da célula de P. brasiliensis pode
estar mediando a ligacdo do fungo as células, contribuindo assim com a adesdo do

fungo aos tecidos hospedeiros e para a disseminagdo da infeccao.



ABSTRACT

The pathogenic fungus Paracoccidioides brasiliensis causative of
Paracoccidioidomycosis (PCM), a pulmonary mycose acquired by inhalation of fungal
airborne propagules, which may disseminate to several organs and tissues leading to a
severe form of the disease. Adhesion and invasion to host cells are essential steps
involved in the internalization and dissemination of pathogens. Inside host, P.
brasiliensis use the glyoxylate cycle for intracellular survival. Here, we provide
evidence that malate synthase of P. brasiliensis (PbMLS) is localized on the cell wall,
and is secreted. PDOMLS was overexpressed in Escherichia coli, and polyclonal antibody
against this protein was obtained. By using Confocal Laser Scanning Microscopy and
Western blot analysis, PPMLS was detected in the cytoplasm and the cell wall of the
yeast phase of P. brasiliensis of mother and bud yeast cells. PPMLSr and the respective
polyclonal antibody produced against this protein inhibited the interaction of P.
brasiliensis to in vitro cultured epithelial cells A549. These observations indicated that
cell wall-associated MLS of P. brasiliensis could be mediating the binding of fungal
cells, thus contributing to the adhesion of fungus to host tissues and to the dissemination

of infection.
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I- INTRODUCAO

I.1 — Paracoccidioidomicose

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose humana sist€émica causada pelo
fungo P. brasiliensis. A doenca foi inicialmente descrita em Sdo Paulo por Adolpho
Lutz (Lutz 1908). A PCM € geograficamente restrita 2 América Latina, sendo o Brasil o
maior centro endémico, onde causa aproximadamente 200 mortes por ano (COUTINHO
et al., 1998). Nas dreas onde a PCM ¢ altamente endémica, a incidéncia da doenca €
estimada em aproximadamente 1 a 3 casos clinicos para cada 100.000 habitantes por
ano (RESTREPO, 1985). Coutinho et al. (2002), em estudo de revisdo, verificou que,
no Brasil, PCM ¢€ a oitava causa de morte entre as doengas cronicas € a primeira entre as
micoses sistémicas. A taxa de mortalidade média € de 1,45/milhdo de habitantes ao ano,
considerando ambos os sexos. No entanto, a PCM atinge preferencialmente
trabalhadores rurais do sexo masculino, entre 30 a 60 anos de idade (VILLAR ez al.,
2000). O trabalho com o solo e plantacdes em drea rural é fator ocupacional
predisponente para a aquisicdo da PCM (FRANCO, 1987). A incidéncia da doenga até a
puberdade € a mesma em ambos os sexos, porém na fase adulta, mais de 80% dos
pacientes sdo do sexo masculino (MARTINEZ, 1997). Acredita-se que esse fato seja
explicado pela acdo protetora que os hormonios estrégenos conferem a mulher
(CLEMONS & STEVENS, 1990; SANO et al., 1999), e pela auséncia ou menor contato
com as fontes de infeccdo (MARQUES et al., 1983).

A doenca é adquirida através da via respiratdria, quando propagulos da fase
miceliana do fungo sdo inalados (McEWEN et al., 1987). A partir dos pulmdes, o fungo

pode se disseminar por todo o corpo, através da corrente sangiiinea ou linfatica. O



contato inicial do hospedeiro com o fungo aparentemente evolui para uma infeccdao
subclinica ou assintomdtica (PCM infec¢do). Se ha progressdo da infec¢do, ocorre o
estabelecimento da doenga, que apresenta duas formas clinicas distintas: a forma aguda
ou tipo juvenil e a forma cronica ou adulta (FRANCO et al., 1987).

A forma juvenil (aguda ou subaguda) representa 3 a 5% dos casos
descritos da doenca, sendo a maioria dos pacientes constituidos por criangas ou
adultos jovens (REIS er al., 1986; BRUMMER et al., 1993). O quadro da doenca
caracteriza-se por um desenvolvimento rdpido e por marcante envolvimento de
orgdos como baco, figado, ganglios linfaticos e medula ssea. Apesar de ndao haver
manifestacdes clinicas ou radiolégicas de comprometimento pulmonar evidente,
pode-se isolar o fungo do lavado bronquico, evidenciando a participacdo do pulmao

como porta de entrada do patégeno (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

A forma cronica ou adulta representa mais de 90% dos casos, sendo a
maioria dos pacientes constituida por homens adultos. Ao contririo da forma aguda,
0o quadro clinico apresenta um desenvolvimento lento com comprometimento
pulmonar evidente (BRUMMER et al., 1993). Com freqiiéncia, ocorrem lesdes nas
mucosas orais € nasais, pele e ganglios linfaticos. Menos freqiientemente, podem
ocorrer envolvimento ocular, destruicdo dssea, e comprometimento dos sistemas

nervoso e vascular (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

A PCM ¢ a principal causa de incapacidade e morte entre os trabalhadores
rurais durante a idade mais produtiva. A alta freqiiéncia de seqiielas e o indice de
mortalidade em PCM sdo fortemente influenciados por condi¢des econdmicas e sociais
da populagdo alvo, a maioria representada por trabalhadores rurais de baixa renda e com
limitado acesso ao sistema de saide. Ambos os aspectos contribuem para prejudicar a

resposta do hospedeiro a infeccdo e deteccdo pelo sistema de satide de pacientes



infectados nos estdgios iniciais da doenca (TRAVASSOS et al., 2008). O trabalho
agricola é a atividade mais importante nos Estados de Goids, Mato Grosso, e Mato
Grosso do Sul, na regido do Cerrado, onde o nimero de casos tem aumentado
(PANIAGO et al., 2003).

Nos ultimos anos, a PCM tem sido apontada como uma doenga oportunista

quando associada a pacientes com AIDS; a mortalidade entre esses pacientes tem sido

considerada alta (SILVA-VERGARA et al., 2003; GOLDANI et al., 1991).

1.2 - O FUNGO Paracoccidioides brasiliensis

1.2.1 - Aspectos Gerais

P. brasiliensis apresenta forma leveduriforme nos tecidos do hospedeiro ou
quando cultivado in vitro a 36°C, e forma miceliana (infectiva), em condi¢des
saprobidticas no meio ambiente, ou quando cultivado em temperaturas inferiores a 28°C
(BAGAGLI et al., 2006). Quanto ao habitat, sugere-se que o fungo viva
saprobioticamente na natureza, préximo a ambientes de dgua fresca, tais como rios ou
corregos e de forma tempordria no solo (BAGAGLI et al., 2006; TERCARIOLI et al.,
2007), o 1solamento do fungo a partir de duas espécies de tatus, o Dasypus novemcintus
e o Cabassou centralis reforga esta hipétese (CORREDOR et al., 2005).

A caracteristica marcante das leveduras de P. brasiliensis sdo os brotamentos
multiplos formados pela evaginacdo da célula-mae, onde pode-se observar uma célula
central circundada por vérias células periféricas dando a célula um aspecto parecido
com a roda de leme de um navio. As colOnias leveduriformes apresentam-se

macroscopicamente com coloracdo creme, de aspecto cerebriforme, ndo aderidas ao



meio e com crescimento evidente apds sete dias de incubagio a 37°C (CARBONELL &
RODRIGUES, 1965). As células leveduriformes apresentam morfologia oval ou
alongada, em diferentes tamanhos (4 a 30 pum), contendo multiplos nicleos (2 a 5 por
células), nucléolo e cromatina evidentes (LACAZ, 1994). Sua parede celular é espessa
(LACAZ et al., 1991), a membrana plasmdtica € composta por trés camadas e apresenta
multiplas invaginagdes que constituem vesiculas e estruturas tubulares; também
apresenta escasso reticulo endoplasmadtico, vdrios vacuolos, gotas de lipidios
proeminentes, ribossomos e mitocondrias (BRUMMER et al., 1993).

Os filamentos septados com conideos terminais ou intercalares sdo as
caracteristicas que nos permitem identificar a forma miceliana (QUEIROZ-TELLES,
1994; RESTREPO-MORENO, 2003). Macroscopicamente, o fungo produz coldnias
pequenas, duras, planas, irregulares, de coloragdo bege, cobertas por micélio aéreo e
curto que freqiientemente aderem-se ao dgar (BRUMMER er al, 1993). Quando
examinadas ao microscopio Optico, observam-se hifas finas e septadas, com
clamidoconidios terminais ou intercalares (FRANCO et al., 1989). Ao microscopio
eletrOnico, as hifas apresentam um envoltdrio celular constituido de trés camadas: uma
interna, a membrana plasmadtica; uma camada mais espessa, a parede celular, e uma
externa de aspecto finamente granular, a membrana basal (MINGUETTI ef al., 1985).
As hifas sdo multinucleadas, com cromatinas finas dispersas no nucleoplasma. No
citoplasma podem ser vistos ribossomos, mitocondrias esféricas ou alongadas, reticulo
endoplasmatico e vactiolos (SAMSONOFF et al., 1991).

Andlises comparativas de seqiiéncias de genes conservados evolutivamente
em fungos sugerem que P. brasiliensis se aproximaria filogeneticamente dos
ascomicetos (MARGULIS & SCHARWATZ,1998). De acordo com San-Blas et al.

(2002), em estudo de revisdo, P. brasiliensis poderia ser agrupado ao filo Ascomycota,



subdivisdo Euascomycotina, classe Plectomyceto, sub-classe Euascomycetidae, ordem
Onygenales, familia Onygenaceae, subfamilia Onygenaceae Anamorficos, género
Paracoccidioides, espécie Paracoccidioides brasiliensis.

Através da via respiratdria, por inalagdao de propdagulos do micélio, como
conidios, P. brasiliensis, usualmente, alcanca o hospedeiro. Esses propdgulos se
convertem para a fase leveduriforme nos pulmdes, de onde podem disseminar-se
para diferentes Orgdos e tecidos (SAN-BLAS et al., 2002). Independentemente do
orgdo afetado, a PCM usualmente é associada a formacdo de fibrose, o que pode
interferir permanentemente na qualidade de vida dos pacientes (TOBON et al.,
2003). Devido aos diverssos tecidos que podem ser colonizados e infectados pelo
fungo, mecanismos que o tornem capaz de aderir, extravasar e invadir barreiras
impostas pelos tecidos do hospedeiro devem ter sido desenvolvidos pelo P.

brasiliensis (MENDES-GIANNINI e al., 1994; LENZI et al., 2000).

Nos tecidos do hospedeiro o aspecto morfologico do fungo também foi
descrito, observando-se que durante a infec¢do ativa, as lesdes contém um elevado
nimero de leveduras, sendo que 24 — 33% dessas apresentam multiplos brotamentos
(RESTREPO, 2000). Lutz (1908) observou as diferentes formas de P. brasiliensis no
hospedeiro e em culturas a temperatura ambiente, descrevendo assim, o dimorfismo do

fungo.

1.2.2 — Dimorfismo

O dimorfismo € considerado um mecanismo de defesa importante para a
adaptacdo de fungos as condicdes adversas do hospedeiro humano a invasao de tecidos

e ao estabelecimento da doenca (KUROKAWA et al., 1998; SAN-BLAS et al., 2002).



Fatores nutricionais podem interferir no processo dimérfico de P. brasiliensis. A adi¢ao
de soro fetal bovino aos meios de cultura complexo e quimicamente definido permitiu
preservar a expressao fenotipica de leveduras, a 25°C (VILLAR et al., 1988), entretanto
a temperatura ¢ um dos estimulos mais notdrios no dimorfismo de P. brasiliensis (SAN-
BLAS et al., 2002).

A transi¢do da fase miceliana para leveduriforme € o que torna eficaz o processo
de instalacdo do fungo no hospedeiro, assim o estudo de genes/proteinas com expressao
diferencial durante a transi¢cdo dimoérfica do fungo, tem sido alvo estudo de diversos
pesquisadores. Nesse sentido, Silva et al. (1994) avaliaram o processo de transi¢do
celular no isolado PbO1, mostrando ser caracterizado por alteracdes na sintese de
proteinas durante os estdgios iniciais do processo. Cunha et al. (1999) detectaram
proteinas diferencialmente expressas em P. brasiliensis em ambas as fases. Os autores
destacaram as proteinas PbM46, similar a enolase (proteina de 46 kDa presente em
maior quantidade na fase miceliana) e PbY20 (proteina de 20 kDa presente somente na
fase leveduriforme).

O Projeto Genoma Funcional e Diferencial de P. brasiliensis, desenvolvido por
pesquisadores da regido Centro-Oeste do Brasil, resultou no seqiienciamento de 6.022
genes expressos nas fases miceliana e leveduriforme do isolado Pb01, possibilitando a
deteccdo de genes diferencialmente expressos (FELIPE er al., 2003; 2005). A
diferenciacdo celular em P. brasiliensis requer mudanca na temperatura, o que pode ser
associado com a resposta ao estresse. Dessa forma, foram identificados 48 transcritos
codificando chaperonas ou proteinas envolvidas no processo de estresse, sendo oito
desses transcritos diferencialmente expressos. A andlise do transcriptoma também
revelou alguns provaveis componentes das vias de sinalizagdo e seqiiéncias génicas

consideradas como potenciais alvos para drogas antifingicas em P. brasiliensis, visto



que ndao possuem homologos no genoma humano. Entre esses podem ser citados a
quitina deacetilase, quitina sintase I, I e IV, isocitrato liase, a-1,3-glicana sintase, [-
1,3-glicana sintase, a-1,2-manosiltransferase, urease e malato sintase.

Felipe et al. (2003; 2005b) seqiienciaram 25.511 clones derivados de
bibliotecas de cDNAs das fases micéliana e leveduriforme, resultando em 6.022 grupos
que representam cerca de 80% do genoma total do fungo (FELIPE et al., 2005b). Apds
categorizacdo pelo COG (categorias de ortélogos funcionais), concluiu-se que 29%
desses genes estdo envolvidos no metabolismo celular, 12% na transcricao, 10% na
sintese de proteinas, 9% na producdo de energia e 4% no controle da organizacdo
celular. Cerca de 4% do ndmero total de genes anotados estdo envolvidos em
mecanismos de transducdo de sinal e comunicacdo celular, vias que tém sido
relacionadas com a diferenciacdo celular de fungos dimoérficos/patogénicos (FELIPE et
al., 2005b).

Nunes et al. (2005), através de microarranjos de DNA, avaliaram a expressao de
genes de P. brasiliensis, isolado Pb18, durante a transicdo de micélio para levedura e
identificaram vdrios genes diferencialmente expressos durante o processo. Estdo
inclusos entre esses, genes que codificam enzimas envolvidas no metabolismo de
aminodcidos, transdu¢do de sinal, sintese de proteinas, metabolismo da parede celular,
estrutura do genoma, resposta ao estresse oxidativo, controle do crescimento e
desenvolvimento do fungo.

O perfil transcricional de outro isolado de P. brasiliensis, isolado Pb0O1 durante a
diferenciagdo morfologica de micélio para levedura foi avaliado por Bastos et al.
(2007). Vérios genes potencialmente relacionados com a sintese de membrana e parede
celulares mostraram-se aumentados durante a diferenciacdo celular de micélio para

levedura ap6s 22 horas de inducao da transi¢do, sugerindo que P. brasiliensis favorece o



remodelamento da membrana e parede celulares nos estagios iniciais da morfogénese.
Nesse estudo, genes envolvidos na via de assimilacio do enxofre, como a sulfito
redutase, mostraram-se super expressos durante a transi¢ao, sugerindo o envolvimento
do metabolismo do enxofre durante o processo de diferenciacdo em P. brasiliensis.
Durante a transicao também foi verificada a inducdo de genes codificantes para enzimas
que participam do ciclo do glioxalato, mostrando que essa via metavélica € funcional
durante o processo. Genes envolvidos em vias de transduc¢do de sinal tais como MAPK,
serina/treonina quinase e histidina quinase, também foram induzidos, sugerindo que a
transi¢cdo morfolégica em P. brasiliensis € mediada por vias de transducdo de sinal que

provavelmente controlam a adaptac¢do do fungo ao ambiente externo.

I.2.3-Transcriptomas de P. brasiliensis em condicoes de contato com hospedeiro

Projetos transcriptomas de P. brasiliensis tém sido desenvolvidos no
sentido de identificar um maior nimero de genes expressos. Goldman et al. (2003)
identificaram 4.692 genes expressos em leveduras apds infeccio em camundongos.
Esses genes foram categorizados funcionalmente em: genes envolvidos com resposta a
estresse (1%), metabolismo celular (8%), metabolismo de proteinas (4%), sintese de
RNA (2%), estrutura celular (5%), divisao celular (1%) e proteinas hipotéticas (60%).

Andlises do cDNA de P. brasiliensis, isolado de camundongo infectado,
realizadas por Bailao et al. (2006) mostraram que proteinas envolvidas nos processos de
sintese protéica, fatores de elongagdo e processos pos-traducionais sdo super expressas
nesta condi¢do. Transcritos que codificam tirosinase e aminodcido L-aromadtico
descarboxilase (DDC) foram supra-regulados, sugerindo a ocorréncia da sintese ativa de

melanina durante o processo infectivo. A tirosinase é a enzima responsavel pela



primeira etapa da sintese de melanina (ARREDONDO et al., 2005), e estd associada
com a patogenicidade de algumas infec¢des microbianas, como a criptococose, causada
pelo fungo Cryptococcus neoformans (WALTON et al., 2005).

Recentemente, o transcriptoma de P. brasiliensis, fase leveduriforme,
recuperado de figado de animais experimentais (camundongos B10) foi descrito por
Costa et al. (2007). Foram seqiienciadas 4.932 ESTs no processo infectivo, sendo
37,47% relacionadas a novos genes e 23,75% pertencentes a genes super expressos. Os
genes identificados foram categorizados em processos metabodlicos, transporte celular e
energia. Do total de ESTs geradas neste estudo, 65,53% das seqiiéncias identificadas,
também estavam presentes no transcriptoma de levedura e micélio de células obtidas de
cultura in vitro, descrito por Felipe et al. (2005). A demonstracdo do perfil génico das
células leveduriformes de P. brasiliensis recuperadas de animais infectados é um
requisito essencial para o estudo do genoma funcional de modo a esclarecer os

mecanismos de patogenicidade e viruléncia flingica.

Na fase leveduriforme, o metabolismo € desviado para a produgdo de etanol,
refletindo seu comportamento anaerobico (RESTREPO er al., 1981). Varias vias que
fornecem substratos para o ciclo do glioxalato (CG) sdo super-reguladas em células
leveduriformes de P. brasiliensis. A enzima isocitrato liase redireciona o fluxo
metabodlico utilizando etanol e acetato como fonte com dois carbonos para gerar

oxaloacetato, que pode ser reconvertido para glicose (FELIPE et al., 2005a).

1.3 — Ciclo do Glioxalato

z

A glicose é a fonte de carbono preferencial para muitos organismos,

podendo ser convertida em um actcar contendo cinco carbonos ou ser catabolisada a



acetil-CoA através da glicdlise. Entretanto, ndo é sempre que a glicose estd disponivel
como fonte de carbono para os microrganismos, sendo necessdrio a atuacdo de outras
vias metabdlicas para suprir as necessidades energéticas de acordo com a fonte de
carbono disponivel no ambiente. Esses microrganismos possuem um sistema regulatorio
que facilita a conversdo de varios nutrientes em componentes do metabolismo central, e
dessa forma, levando a produgcdo de energia para transformagdo de substratos,
biossintese de compostos, e crescimento (COZZONE, 1998).

Uma dessas vias é o Ciclo do Acido Tricarboxilico (TCA). O TCA resulta na
geracdo de moléculas produtoras de energia, e também atua como reservatério de
precursores metabodlicos essenciais para a sintese de aminodcidos, dcidos graxos e
acucares. Esse ciclo pode ser regulado, e as enzimas envolvidas podem ser induzidas ou
suprimidas de acordo com a necessidade da célula (HAMEL & APPANNA, 2001).

Outra via de grande importancia no processo regulatério é o Ciclo do
Glioxalato (Figura 01), originalmente descrito por Kornberg e Krebs (1957) em
bactérias crescidas em acetato. O ciclo trata-se de uma via alternativa do TCA,
oxidando acetato aos acidos dicarboxilicos succinato, malato e oxaloacetato (FLAVELL
et al., 1971). A funcdo do Ciclo do Glioxalato € sintetizar compostos contendo 4
carbonos a partir de compostos contendo 2 carbonos, tais como acetato e etanol

(KORNBERG, 1966).
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O acetil-CoA entra no TCA, onde € convertido, através de oito passos
enzimaticos, em intermedidrios que alimentam numerosas vias biossintéticas, incluindo
as vias para a sintese de aminodcidos, dcidos graxos e glicose (LORENZ & FINK,
2002). Nesse processo participam enzimas comuns ao TCA e também as especificas do
Ciclo do Glioxalato, a isocitrato liase (ICL) e a malato sintase (MLS). A enzima ICL
catalisa a reacdo de clivagem do isocitrato a sucinato e glioxalato. Em seguida, a enzima
MLS condensa o glioxalato, com acetil coenzima A formando malato (KORNBERG,
1966).

O Ciclo do Glioxalato possui um papel importante na gliconeogénese
(KORNBERG & BEEVERS, 1957), visto que o primeiro passo comprometido na
gliconeogénese € a conversdo de oxaloacetato a fosfoenolpiruvato através da enzima
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEP carboxinase) (Figura 01). Essa enzima e a
frutose-1,6-bifosfatase sdo as mais importantes na gliconeogénese por atuarem como
regulatérias na producdo de glicose. Em Saccharomyces cerevisiae, sob fagocitose,
frutose-1,6-bifosfatase (FBPI) ¢é altamente induzida (LORENZ & FINK, 2001),
validando a idéia de que o primeiro objetivo na inducdo do Ciclo do Glioxalato € a
producdo de glicose.

As enzimas do Cilclo do Glioxalato sdo induzidas apds a fagocitose de C.
albicans e S. cerevisiae, possibilitando a sobrevivéncia desses microrganismos no
interior de macréfagos (LORENZ & FINK, 2002). Somente as enzimas exclusivas do
ciclo do Glioxalato sd@o induzidas durante o processo de infeccdo embora existam
enzimas comuns a0 TCA (MINARD & MCALISTER-HENN, 1991). Entretanto, o
mesmo ndo € observado em resposta a meios condicionados, estresse oxidativo, ou
contato com macréfagos inativados por aquecimento (LORENZ & FINK, 2001). De

acordo com Cozzone (1998), o macréfago € pobre em compostos carbOnicos



complexos, e rico em 4cidos graxos e seus produtos de degradagdo, primeiramente
acetil-CoA, os quais sdo assimilados somente através do Ciclo do Glioxalato,
confirmando ser a tnica rota de sintese de glicose nesse ambiente.

Tem sido descrito que o Ciclo do Glioxalato e as enzimas ICL e MLS sao
importantes para a viruléncia de muitos patégenos, como Candida albicans (LORENZ
& FINK, 2002), Cryptococcus neoformans (RUDE et al, 2002) e o fungo
fitopatogéncio Leptosphaeria maculans IDNURM & HOWLETT, 2002).

Estudos recentes utilizando isolados de C. albicans coletados de trés grupos
de pacientes apresentando candidiase em regides diferentes do corpo, mostraram a
atividade das enzimas ICL e MLS em todos os casos analisados, confirmando a
presenca do CG como fator de viruléncia para o fungo. Entre os trés grupos de pacientes
analisados, os niveis de atividade dessas enzimas se mostraram alterados dependendo
do local da infeccao. Estudos utilizando isolado de C. albicans proveniente de pacientes
diabéticos desenvolvendo candidiase vulvovaginal apresentaram niveis de atividade das
enzimas ICL e MLS mais elevados quando comparado a isolado obtido da cavidade
orofaringea dos pacientes HIV/AIDS e da pele de pacientes queimados (LATTIF et al.,

2006).

1.4 — Peroxissomos
Os peroxissomas sao organelos existentes em virtualmente todas as células
eucaridticas, compreendendo também os glioxissomas das plantas e dos fungos, os
glicossomas dos cinetoplastideos, e os corpos de Woronin de Neurospora crassa. Este
ultimo tipo de peroxissoma contém um nucleo cristaléide hexagonal, e estd envolvido
no estancamento de perdas de citosol em fungos filamentosos (JEDD & CHUA, 2000).

Sao conhecidos apenas alguns seres eucaridticos unicelulares que nao possuem



peroxissomas, sendo considerados formas de vida eucaridtica primitiva ou descendente
de eucariotas com peroxissomas (MULLER, 1969). Os peroxissomas foram descritos
pela primeira vez na década de 50 por Rhodin (RHODIN, 1954).

Inicialmente os peroxissomas foram designados por microcorpos
(microbodies), sendo que essa designacdo foi alterada para peroxissoma, apds a
descoberta da respiracdo baseada no peréxido de hidrogénio, caracteristica dessas
organelas (De DUVE & BAUDHUIN, 1966). Os peroxissomas desempenham vdrias
funcdes metabodlicas, como € o caso da oxidacdo de varios tipos de lipidos (WELLER et
al., 2003), vérios passos da sintese de plasmalogénios e da sintese de novo de colesterol,
metabolismo de isoprendides (BIARDI et al., 1994), conversao de écido fitanico a dcido
pristanico, oxidacdo de D-aminoécidos e poliaminas (Weller e al., 2003), sintese de
acido docosahexandico (WANDERS & WATERHAM, 2006), sintese de acidos biliares
e catabolismo de purinas (AZEVEDO et al., 2006). Em plantas, o ciclo do glioxilato
(sementes) e a fotorrespiracdo (folhas) ocorre nos peroxissomas (ECKERT &
ERDMANN, 2006). Em leveduras, vérios passos do ciclo do glioxilato também
ocorrem no peroxissoma, bem como a biossintese de lisina, e a degradacdo de
aminodcidos, metanol, peroxido de hidrogénio e dcidos gordos (MANNAERTS & VAN
VELDHOVEN, 1993), sendo que nestes organismos a [B-oxidacdo é um processo
exclusivamente peroxissomal (VEENHUIS et al., 1987).

Peroxissomos sdo pequenos microcorpos, normalmente esféricos envoltos
por uma Unica bicamada lipidica (KERSSEN et al., 2006), eles apresentam capacidade
de replicagdo por fissdo, mas ndo contém DNA ou aparato de expressdo de gene, além
de que tem sido elucidado que esles sdao derivados do reticulo endoplasmético, gerando
novas questdes sobre sua origem endossimbidtica (HOEPFNER et al., 2005). Os

peroxissomos contém caracteristicas de oxidorredutases que transfere elétrons de



reductos diretamente para oxigénio molecular para formar peréxido de hidrogénio e
catalase para degradar o per6xido de hidrogénio a dgua e oxigénio. Peroxissomos
contém também enzimas tipicas da P-oxidacdo de 4cido graxos (PURDUE &
LAZAROW et al., 2001).

Proteinas chamadas peroxins t€m sido identificadas por estratégias genéticas
e protedmicas e caracterizadas na biogénese de peroxissomos, algumas responssdveis na
topogénese de proteinas peroxissomais. Tem-se investigado também que a membrana
peroxissomal e proteinas matriz sdo sintetizadas em ribossomos livres no citosol e sdo
importadas pos-traducionalmente dentro de organelas pré-existentes (INESHEILAND

& EDMAN, 2005).

1.5 — Matriz Extracelular

A matriz extracelular (MEC) € uma rede complexa de macromoléculas
que proporciona um arcabougo fisico para a estabilizacdo da estrutura tecidual. A
MEC ¢ importante para as interacdes c€lula a célula e fornece um substrato as
mesmas para aderirem e proliferarem, modulando diretamente a forma e funcdes
celulares. A MEC de mamiferos € composta por duas classes principais de
macromoléculas: as glicosaminoglicanas (GAG), encontradas normalmente ligadas
as proteinas formando proteoglicanas, e as proteinas fibrosas, que desempenham
funcdes estruturais e adesivas, incluindo nessa classe, laminina, fibronectina e
coldgeno (VERSTREPEN & KLIS, 2006). A composicio da MEC varia em

diferentes tecidos e durante fases de injuria, inflamacao e reparo tecidual (KOTTON

et al. 2003).



Colé4geno € o principal constituinte da MEC e representa um importante alvo
para adesdo de muitas espécies de microrganismos. Varios tipos de coldgeno foram
caracterizados, entre eles o coldgeno tipo IV, encontrado principalmente na membrana
basal e o coldgeno tipo I é abundante na matriz intersticial (GIL et al., 1996).

Fibronectina € uma glicoproteina dimérica de 440 kDa presente na forma
solivel no plasma sanguineo e outros fluidos corporais e na forma fibrilar na MEC. A
fibronectina provavelmente atua como molécula de adesdao em células de mamiferos,
um processo que envolve a ligacdo de receptores especificos da superficie celular com
dominios presentes na molécula de fibronectina (MOHRI et al., 1996).

Laminina é uma glicoproteina de 900 kDa presente na membrana basal e nos
pulmdes. Essa glicoproteina pode ser exposta quando o tecido sofre algum dano que
pode ser provocado por toxinas bacterianas, drogas ou por processo inflamatério. A
interacdo com laminina € crucial para vérios processos biolégicos, os quais requerem
adesdo celular, tais como, diapedese, coesdo celular dentro do tecido, metdstase de
células cancerosas e infec¢oes (BECK ef al., 1990). De fato, receptores de laminina
foram descritos em células que normalmente interagem com a membrana basal, tais
como células epiteliais ou endoteliais, células musculares e neurais. Células que
extravasam da corrente sanguinea, como por exemplo, macréfagos, leucdcitos, e células
tumorais, também podem exibir esses receptores (BOUCHARA, 1997).

Tanto o P. brasiliensis (MENDES-GIANNINI et al., 2000), quanto vérios
fungos de importancia clinica, a exemplo Cryptococcus neoformans (GANENDREN et
al., 2006), Penicillium marneffei (SRINOULPRASERT et al., 2006), Histoplasma
capsulatum (McMAHON et al., 1995), Coccidioides immitis (HUNG et al., 2002) e C.
albicans (FILLER, 2006), possuem mecanismos que possibilitam sua adesdo a MEC,

uma vez que esse processo implica em que o patdgeno reconheca carboidratos ou



proteinas ligantes na superficie da célula do hospedeiro ou proteinas constituintes da
membrana basal (PATTI et al., 1994). A adesdao de microrganismos patoge€nicos aos
tecidos do hospedeiro € considerada indispensdvel para o inicio da colonizacdo e futura

disseminagao.

1.6 — Moléculas Envolvidas no Processo de Adesao de Fungos Patogénicos

Partindo do principio de que o primeiro passo para o estabelecimento do
processo infectivo nos tecidos do hospedeiro seria a adesdo de microrganismos as
proteinas da MEC, torna-se necessdrio o estudo de moléculas que se comportam como
adesinas em fungos patogénicos. A habilidade de vérios fungos de aderir a uma
variedade de superficies do hospedeiro representa uma caracteristica importante no
desenvolvimento da infeccao flngica e na patogénese de micoses. A adesdo é mediada
por componentes superficiais da célula fingica chamadas de adesinas, as quais
freqlientemente se ligam a componentes da MEC (LENZI et al., 1991; PATTI et
al.,1994).

Em C. albicans uma manoproteina de 65 kDa (MP65) foi caracterizada
como uma adesina. A propriedade adesiva de MP65 foi evidenciada pelo fato do
anticorpo produzido contra MP65 ser capaz de inibir a adesdo do fungo a placas de
polietileno. Em adicao mutante de C. albicans que nao expressa MP65 na parede celular
apresentou menor capacidade de adesdo, quando comparado com o tipo selvagem
(SANDINI et al., 2007).

A atividade da enzima fosfolipase tem sido descrita como fator de aderéncia
de diversos patdgenos as células epiteliais. Foi demonstrado que a fosfolipase B1

(PLB1) € um fator de viruléncia em Cryptococcus neoformans, e que estaria envolvido



no inicio da criptococose pulmonar (SANTANGELO et al., 2004). A delecdo do gene
que codifica PLB1 inibiu significativamente a capacidade de adesdo de C. neoformans
a culturas de pneumdocitos (linhagem A549) (GANENDREN et al., 20006).

Em A. fumigatus, duas proteinas de parede celular de 37 e 72 kDa
apresentaram capacidade de ligacdo a laminina. Em adicdo outros dois peptideos de
massa molecular de 23 e 30 kDa foram capazes de interagir com fibronectina
(PENALVER et al., 1996; TRONCHIN et al., 1997).

Experimentos de adesdo em que o fungo H. capsulatum foi colocado em
contato com laminina imobilizada mostraram que esse fungo interage com a proteina de
maneira rdpida e especifica; a presenca do anticorpo anti-laminina inibiu
significantemente a adesdo do fungo. A adesdo foi mediada possivelmente por uma
glicoproteina de 50 kDa identificada na parede celular de H. capsulatum. O anticorpo
anti-proteina de 50 kDa e o peptideo IKVAYV, presente na molécula de laminina, foram
capazez de inibir a adesdo do fungo a molécula de laminina (McMAHON et al., 1995).

Estudos de interacdo entre S. schenckii, o agente etiolégico da esporotricose,
e proteinas da MEC mostraram que o fungo foi capaz de aderir a laminina, coldgeno e
fibronectina, e que essa interagdo foi mediada por proteinas de 90 e 135 kDa localizadas
na superficie do fungo. A interacdo entre S. schenckii e proteinas da MEC foi avaliada
através de experimentos de competicdo entre peptideos presentes na fibronectina e

laminina (LIMA et al., 2004).

1.7 — Adesinas de P. brasiliensis

O fungo P. brasiliensis possui capacidade de aderir, atravessar e invadir

barreiras impostas pelos tecidos do hospedeiro (MENDES-GIANNINI ez al., 2000).



Segundo Hanna et al. (2000), a capacidade de aderéncia e invasdo do fungo esta
relacionada a viruléncia. Recentes estudos tém caracterizado componentes da MEC
envolvidos na interagdo de P. brasiliensis com o hospedeiro (MENDES-GIANNINTI et
al., 2006). A laminina é uma das principais moléculas que promovem a adesdo de P.
brasiliensis facilitando a sua patogenicidade (MENDES-GIANNINI ez al., 2008).

Vicentini et al. (1994) descreveram a primeira adesina de P. brasiliensis, a
glicoproteina de 43 kDa com a capacidade de interagir com laminina. A gp43 interage
com laminina (VICENTINI et al., 1994, GESZTESI et al., 1996) e fibronectina
(MENDES-GIANNINI et al., 2006).

P. brasiliensis também apresenta em sua superficie celular duas proteinas
com massas moleculares de 19 e 32 kDa que interagem com proteinas da MEC, tais
como laminina, fibrinogénio e fibronectina (GONZALEZ et al., 2005). Ensaios
realizados com conideos de P. brasiliensis pré-incubados com anticorpo monoclonal
anti-32 kDa demonstraram a inibi¢do da aderéncia do fungo as proteinas da MEC de
maneira dose-dependente (GONZALEZ et al., 2005). Uma adesina de 30 kDa isolada
por Andreotti et al. (2005) apresentou capacidade de ligagdo a laminina, mas nio a
outros componentes da MEC; a adesdo de P. brasiliensis as células epiteliais foi inibida
apos tratamento das células epiteliais com essa proteina.

Enzimas da via glicolitica de P. brasiliensis, como a triose fosfato isomerase
(TPI) (PEREIRA et al., 2007) e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)
(BARBOSA et al., 2006), foram também caracterizadas como provaveis adesinas do
fungo. Recentemente foi descrita outra molécula presente na superficie do fungo que
apresenta capacidade de aderir as proteinas da MEC, a PbDfg5p. Essa proteina

caracterizada como pertencente a familia das glicosil hidrolases estaria relacionada com



a formagdo e manutencdo da parede celular de fungos apresentando capacidade de se

ligar a laminina, fibronectina, coldgenos tipo I e tipo IV (CASTRO et al., 2008).

1.8 — Malato sintase

L.8.1 — Consideracoes gerais

A enzima MLS (EC 2.3.3.9) catalisa a reacdo de condensa¢do que produz
malato a partir de acetil-CoA e glioxalato; essa reacdo € altamente especifica para esses
substratos e requer Mg2+ como um cofator (NOGALES et al., 2004). A MLS é uma
enzima fundamental do Ciclo do Glioxalato, e também estd envolvida na degradacdo de
purinas, convertendo o glioxalato produzido do 4cido urico, alantoina e 4cido alantoico,
em malato (HARTIG et al., 1992) que pode participar do TCA ou ciclo do 4cido
dicarboxilico (DAC) (ORNSTON & ORNSTON, 1969).

As MLSs sdo classificadas em trés familias baseadas no tamanho da
seqiiéncia de aminodcidos. A maioria das MLSs conhecidas de fungos, bactérias e
plantas superiores se agrupam no clado das MLSs com tamanho intermediario
(HOWARD et al., 2000). Com base nas caracteristicas das seqiiéncias de aminoécidos,
as MLSs podem se dividir ainda, em duas principais familias, isoformas A (MSA) e G
(MSG). MSA, com massa molecular em torno de 65 kDa, ocorre em bactérias, como
por exemplo, E. coli (KORNBERG, 1966), em fungos, como S. cerevisiae (LORENZ &
FINK, 2001); e plantas superiores, como o pepino (Cumcumis sativus) (EASTMOND &
GRAHAM, 2001); MSG, possui massa molecular em torno de 80 kDa, ocorrendo

somente em bactérias NAKAZAWA et al., 2005).



1.8.2 — Aspectos da enzima MLS

Em plantas, tem se identificado a presenca da enzima MLS em diferentes
estagios de crescimento e situacdes (LEWIS & DOYLE, 2001). Estudos com pepinos
(Cucumis sativus) mostraram que a MLS apresenta sua atividade alterada durante os
diferentes estdgios de crescimento da planta (GRAHAM et al., 1992). A expressdo do
gene MS nessa planta € influenciada pelo estado metabdlico intracelular; sua indugdo
estd intimamente relacionada com a baixa concentracdo de sacarose, glicose e frutose
intracelular (GRAHAM et al., 1994).

Alguns microrganismos possuem duas classes de MLSs, sendo
codificadas por genes diferentes. Exemplificando, em E. coli, aceB codifica a forma A,
a qual € predominante em células crescidas em meio contendo acetato, e glcB codifica a
forma G, uma proteina monomérica induzida pelo glicolato (MOLINA et al., 1994). Em
E. coli, o operon aceBAK contendo os genes ICL (aceA) e MLS (aceB) é reprimido por
glicose e induzido por acetato ou dcidos graxos (CLARK & CRONAN, 1996).

Nakazawa et al. (2005) purificaram uma proteina com massa molecular
de 116 kDa, como a MLS de Euglena gracilis crescida na presenca de etanol.
Entretanto, sua localiza¢dao € mitocondrial, e ndo glioxissomal, como descrito em fungos
(SZABO & AVERS, 1969) e plantas superiores (BEEVERS, 1980). Essa localizacdao
mitocondrial de EgGCE € confirmada pela presenca do peptideo sinal de enderecamento
para a mitocondria. Em contraste, Woodcock & Merret (1978) isolaram outra MLS de
E. gracilis crescida na presenca de acetato; essa proteina apresenta massa molecular de
175 kDa e estd localizada em glioxissomos (LIU et al., 1995).

A estrutura tridimensional de MSG de E. coli foi elucidada através de

Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) (TUGARINOV et al., 2002). MSG € uma



proteina globular multimérica apresentando uma estrutura TIM barril f8/a8. O sitio
ativo de MSG esta localizado em uma cavidade na interface entre a regido C-terminal e
os loops no final da regido C-terminal das folhas f do TIM barril (HOWARD et al.,
2000). Essa posicao do sitio ativo estd coerente com as posi¢des descritas em outras
enzimas que contém o TIM barril; o sitio ativo estd localizado dentro dos loops no final
do barril (BRANDEN & TOOZE, 1991). Em E. coli, os residuos conservados do sitio
ativo, Glu427 e Asp455, os quais se ligam ao ion magnésio, Arg338 que uni o
hidrogénio ao oxigénio aldeidico do glioxalato, e a base catalitica proposta, Asp631, sdo
conservados entre as seqiiéncias de MLSs conhecidas. Os dominios criticos para a
atividade de MLS, parece ser o dominio do barril e a ligacio C-terminal que cobre o
sitio ativo, e que também contribui para a base catalitica proposta (Asp631). O dominio
C-terminal € composto por 589 residuos; o loop, formado pelos residuos 577-588 parece
ser flexivel, permitindo o movimento do dominio para o restante da enzima. Tal
movimento permite a abertura do sitio ativo para entrada do substrato e liberacdo do
produto (HOWARD et al., 2000).

Na bactéria marinha Colwellia maris, a MLS é descrita como uma
enzima dimérica composta por subunidades de 76,3 kDa, que apresenta temperatura
otima de 45° C, caracteristico de enzima mesofilica, e possui paridmetros cinéticos
alterados apds a reducdo da temperatura (WATANABE er al., 2001). Nas bactérias
Acinetobacter calcoaceticus e Corynebacterium glutamicum MLS se apresenta como
uma proteina monomérica com massa molecular de 75 kDa (PARK ef al., 1986) e 82
kDa (REINSCHEID et al., 1994), respectivamente. Em Fomitopsis palustris, um fungo
basidiomiceto, a MLS apresenta-se na forma de um octdmero, com massa molecular de

520 kDa, distribuidas em oito subunidades de 65 kDa. Essa enzima apresentou



afinidade para ambos os substratos, glioxalato (Km de 45uM) e acetil-CoA (Km de 2,2
uM) (MUNIR et al., 2002).

Em sementes de algodao (Gossypium hirsutm L.), a enzima MLS se
encontra presente no glioxissomo até o periodo que precede a germinagcdo da planta.
Ap0s esse periodo, ocorre o acdimulo de mRNA nos cotilédones (MAHAN, 2000). No
arroz (Zea mays), a enzima MLS apresentou atividade aumentada nas pontas das raizes
(DIEUAIDE et al., 1992).

Kunze et al. (2002) mostraram que Mlslp encontrava-se presente no
citoplasma quando células de S. cerevisiae foram crescidas na presenga de etanol.
Entretanto, quando as células eram crescidas na presenca de &cido oléico, Mlslp
apresentou localizagdao peroxissomal. Em Corynebacterium glutamicum, MLS e ICL
sd0 essenciais para seu crescimento na presenca de acetato, pois utiliza

preferencialmente, esse substrato como fonte de energia (WENDISCH et al., 2000).

1.8.3 — MLS como antigeno

As enzimas do ciclo do Glioxalato, MLS e ICL, tem sido descritas como fatores
de viruléncia em vérios patdgenos hmanos (OLIVAS, et al., 2007; RUDE et al., 2002;
LORENZ and FINK, 2002), particularmente em Mycobacterium tuberculosis
(GRAHAM and CLARK-CURTISS, 1999; DUBNAU et al.,2002). Genes que
codificam essas enzimas sdo induzidos na fagocitose em C. albicans e S. cerevisiae
(LORENZ and FINK, 2002).

Singh et al. (2004) através de amostras de soro de pacientes infectados com HIV

antes da manifestacdo clinica da tuberculose, mostraram o perfil de M. tuberculosis e



suas proteinas de filtrado de cultura. Anticorpos para MLS estava presente em 90% dos
casos testados, podendo considera-la util em testes de diagndstico.

Estudos com pacientes da india revelaram que MLS € um antigeno
imunodominate reconhecido por 80% dos pacientes imunodeficientes, evidenciando que
o ensaio de sorodiagnéstico baseado na MLS pode servir como suplemento a
microscopia no diagnéstico répido da tuberculose (ACHKAR et al., 2006)

Wanchu et al. (2008) mostraram que anti-MLS de M. tuberculois tem alta
sensibilidade e especificidade para o diagnéstico de tuberculose de pacientes em regides
endémicas, além de um grande potencial para identificar a tuberculose subclinica em

pacientes considerados de alto risco para a doenga.

1.8.4 —- MLS de P. brasiliensis

A seqiiéncia codificante para a PPMLS, foi clonada e caracterizada por
Zambuzzi-Carvalho et al. (2009). O cDNA apresenta 1882 pares de bases, incluindo
uma ORF de 1617 pares de bases. A seqiiéncia deduzida da proteina é constituida por
539 residuos de aminodcidos com uma massa molecular predita de 60 kDa e p/ de 8.45.
A proteina apresenta assinatura caracteristica da familia das MLSs, residuos cataliticos
essenciais para a atividade enzimdtica, e sinal PTS1 de localizagdo
peroxissomal/glioxissomal (ZAMBUZZI-CARVALHO et al., 2009).

Andlises do cDNA de P. brasiliensis, isolado de camundongo infectado,
mostraram que proteinas envolvidas nos processos de sintese protéica, fatores de
elongacio e processos pos-traducionais sdo super expressas nessa condicio (BAILAO et

al., 2006)



Pbmls tem motivos que poderiam indicar sua regulacdo por fontes de
carbono e nitrogénio. Além disso, todas as enzimas envolvidas no metabolismo de
purinas para formar glioxalato foram encontrados em transcriptomas de P. brasiliensis
(COSTA et al., 2007, BASTOS et al., 2007).

Os dados sugerem que PPMLS condensa acetyl-CoA de duas fontes de
carbono. Na presenca de fontes de nitrogénio, o glioxalato produzido do metabolismo
de prolina e purina foi condensado com acetil-CoA produzindo malato por acdo de
PbMLS. O regulamento de Pbmls por fontes de carbono e de nitrogénio é reforcado
pela presenca de motivos reguladores encontrados na regido de promotora do gene
(ZAMBUZZI-CARVALHO et al., 2009)

O estudo do transcriptoma de P. brasiliensis tem auxiliado no
entendimento global do metabolismo de ambas as formas micélio e levedura (FELIPE
et al., 2005a). Em geral, o padrdo dos genes induzidos na fase miceliana sugere que essa
forma possua um metabolismo aerébico, ao contrdrio da forma leveduriforme. Os genes
isocitrato dehidrogenase e succinil-CoA sintetase, 0s quais sd0 os principais pontos
regulatorios do ciclo do citrato sdo induzidos em micélio. (FELIPE et al., 2005a).

No presente trabalho foi demonstrado que PPMLS estd associada a
parede de P. brasiliensis, onde é capaz de se ligar a componentes da matriz
extracelular, como fibronectina e coldgeno tipo I e IV. Além disso, foi demonstrado
que a MLS € capaz de mediar a aderéncia e internalizacdo de P. brasiliensis as
células cultivadas in vitro, o que sugere o seu papel potencial no estabelecimento da

doenca.



Justificativa




ITI - JUSTIFICATIVA

A importancia do estudo da PCM ndo resulta somente de sua
prevaléncia relativamente alta, mas também da severidade de suas formas clinicas,
considerando o fato de que essa é a micose sisttmica de maior prevaléncia na
América Latina, com 0 maior nimero de relatos de casos no Brasil. A doenca varia
em severidade, em geral apresenta evoluc@o cronica, de cardter recidivante e pode
deixar seqiielas anatdmicas e funcionais. O nimero de doentes que necessitam de
assisténcia médica de longo prazo nas regides de maior endemicidade € muito
grande, tornando a moléstia, por sua prevaléncia, um importante problema de saide
publica (MARTINEZ, 1997). O coeficiente de mortalidade no periodo de 1980 a
1995, para o Brasil e para a regido Centro-Oeste foi, respectivamente, 1.488 e

2.428/1 milhao de habitantes (COUTINHO et al., 1998).

A caracterizagdo de algumas proteinas que aparentemente influenciam na
interacdo com o hospedeiro, conferindo um fenétipo mais patogé€nico, por permitir ao
fungo aderir com maior facilidade aos tecidos do hospedeiro, invadir novos
compartimentos, evadir da resposta imune, bem como outras interagdes hospedeiro-
especificas, vem colaborando para o entendimento da instalacdio do fungo e
desenvolvimento da PCM.

A disponibilidade do transcriptoma de P. brasiliensis possibilita a obtencao
de moléculas presentes no fungo, porém ausentes em humanos, como novos alvos
antifungicos. O Ciclo do Glioxalato ndo € descrito em humanos assim, acredita-se que
inibidores desse ciclo sejam potentes antiflingicos sem efeitos colaterais no homem.

Desta forma, a partir das seqiiéncias completas de cDNA codificantes para a proteina

PbMLS, realizamos a expressao heter6loga em E. coli, bem como a produgdo de soro



policlonal contendo anticorpo que reconheca especificamente a proteina nativa, com

intuito de obter condi¢des que tornassem possivel analisar sua localizagdo celular.

Os recentes estudos de caracterizacdo de proteinas antigénicas, que anteriormente
acreditava-se serem apenas enzimas presentes no citoplasma, como moléculas
envolvidas na adesdao de P. brasiliensis aos tecidos do hospedeiro, nos levaram a
utilizar a PPMLSr em experimentos de caracterizacdo de adesinas, descritos
recentemente na literatura. Deste modo objetivamos avaliar essa molécula com
relacdo a sua capacidade de se ligar a componentes de MEC, culturas de células
epiteliais e posteriormente sua influéncia na adesdo e internalizacdo de P.
brasiliensis em culturas celulares, com o intuito de obter indicios do provével papel
funcional da MLS nos primeiros estigios de interagdo do fungo com tecidos do

hospedeiro.
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III - OBJETIVOS

II1.1 - Purificar a proteina recombinante PPMLS;
- Estratégias:

v" Clonagem do cDNA completo da PPMLS em vetor de expressdo (pGEX4-
T3 GE Healthcare) e expressdo da proteina de fusdo no sistema bacteriano
Escherichia coli (linhagen C43);

v' Purificagdo da proteina recombinante em condi¢des ndo desnaturantes
através de cromatografia de afinidade.

II1.2 - Produzir anticorpos policlonais anti-MLS;

- Estratégia:

v" Inoculagdo da proteina purificada em coelhos, com adjuvante completo de
Freund, pela via sub-cutinea.

II1.3 - Localizar PbMLS em células leveduriformes de P. brasiliensis;
- Estratégia:

v" Microscopia de varredura laser confocal utilizando o anticorpo anti-PbMLS.
v' Western blot utilizando frag¢do citoplasmatica e fra¢do de parede celular do
fungo.
v' Western blot com o filtrado de cultura.
II1.4 - Avaliar a capacidade de PPMLS se ligar a componentes da MEC e funcionar
como uma adesina;

- Estratégia:



v’ Far-Western blotting para analizar a capacidade de ligagdo da proteina
recombinante (PPMLSr) aos componentes da MEC (laminina, fibronectina,
e coldgeno tipo I e tipo IV).

v' ELISA com PbMLSr através de ligacdo desta aos componentes da MEC
(laminina, fibronectina, e coldgeno tipo I e tipo IV).

v' A PbMLSr foi submetida a biotinilagdo utlizando o kit (GE Healthcare,
Amersham Pharmacia Biotech).

IIL.5 - Analisar a reatividade imunolégica de PbMLSr;
- Estratégia:

v" “Immunoblotting” utilizando soros de pacientes com diagnéstico clinico e
imunolégico de PCM.
II1.6 - Avaliar a influéncia de PPMLSr e do anticorpo policlonal anti-PbMLS, nos

processos de adesdo e invasdo de P. brasiliensis as culturas celulares;
- Estratégias:

v’ Através da Citometria de Fluxo andlisar o ndmero de células
leveduriformes de P. brasiliensis, apos 2 e 5 horas de incubacdo, aderidas
a monocamada de pneumdcitos - AS549, previamente tratadas com a
PbMLS recombinante purificada, em comparagdo a controles ndo tratados;

v’ Através da Citometria de Fluxo andlisar o ndmero de células
leveduriformes de P. brasiliensis, tratadas previamente com o anticorpo
anti-PbMLS, apo6s 2 e 5 horas de incubagdo com a monocamada de células
AS549, em comparacdo com controles de leveduras ndo tratadas.

v Microscopia de varredura laser confocal utlizando células leveduriformes

de P. brasiliensis, aderidas a monocamada de pneumdcitos - AS549,

previamente tratadas com a POMLSr.
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Abstract

Background: The pathogenic fungus Paracoccidioides brasiliensis is the agent of
paracoccidioidomycosis (PCM), which is a pulmonary mycosis acquired by inhalation
of fungal airborne propagules that can disseminate to several organs and tissues leading
to a severe form of the disease. Adhesion and invasion to host cells are essential steps
involved in the internalization and dissemination of pathogens. Inside host, P.

brasiliensis may use the glyoxylate cycle for intracellular survival.

Results: Here, we provide evidence that malate synthase of P. brasiliensis (PbMLS) is
localized on fungal cell surface, and is secreted. PPMLS was overexpressed in
Escherichia coli, and polyclonal antibody was obtained against this protein. By using
Confocal Laser Scanning Microscopy, PDMLS was detected in the cytoplasm and in the
cell wall of the mother, but mainly of budding cells of the P. brasiliensis yeast phase.
PbMLSr and the respective polyclonal antibody produced against this protein inhibited

the interaction of P. brasiliensis with in vitro cultured epithelial cells A549.

Conclusion: These observations indicated that cell wall-associated PPMLS could be
mediating the binding of fungal cells to host, thus contributing to the adhesion of fungus

to host tissues and to the dissemination of infection, behaving as an anchorless adhesin.



Background

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a chronic granulomatous disease involving about 10
million people, characterizing the most important systemic mycosis in Latin America.
Paracoccidioides brasiliensis, a thermally dimorphic fungus pathogen, is the pulmonary
infective agent [1,2]. This initial interaction appears to govern the subsequent
mechanisms of innate and acquire immunity, which result in localized infection or overt
disease [3].

The mechanisms of adherence and invasion have been studied extensively in
pathogenic bacteria [4], and in pathogenic fungi such as Candida albicans [5],
Histoplasma capsulatum [6] and Aspergillus fumigatus [7)], and P. brasiliensis [8,9,10].
Fungi are non-motile eukaryotes that depend on their adhesive properties for selective
interaction with the host cells [11]. Molecules of adherence are fundamental in the
pathogen-host interaction; during this event, the fungal cell wall is in continual contact
with the host and acts as a sieve and reservoir of molecules such as adhesins [12]. The
ability of P. brasiliensis to adhere to and invade nonprofessional phagocytes or
epithelial cells has been recognized in previous studies [13,14,15]. Some adhesins of P.
brasiliensis such as gp43 [10], glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
[16], a 30 kDa protein [9], and triosephosphate isomerase (TPI) [17] have been
described. Evidence for extracellular localization of some glycolytic enzymes lacking
secretion signals on cell-wall anchoring motifs has been reported for some pathogens
[18,19]. In addition malate synthase (MLS) is also described as adhesin on
Mycobacterium tuberculosis [20].

The glyoxylate cycle and its key enzymes isocitrate lyase (ICL) and MLS play a

crucial role in the pathogenicity and virulence of various fungi such as the human



pathogens A. fumigatus [21], Cryptococcus neoformans [22] and C. albicans [23,24],
the bacterium M. tuberculosis [25,26,27] as well as the phytopathogenic fungus
Magnaporthe grisea [28] and the necrotropic wheat pathogen Stagonospora nodorum
[29]. It was postulated a relevant role of the glyoxylate cycle in the viability and growth
of fungi inside macrophages and, consequently, in the development of a disseminated
fungal infection [21]. ICL and MLS have also been considered therapeutic target for
development of novel antifungal compounds, since there are no human orthologues. In
P. brasiliensis, the enzyme MLS (PbMLS) participates in the glyoxylate pathway that
enables fungus to assimilate two-carbon compounds from the tricarboxylic acid cycle,
and in the allantoin degradation pathway of the purine metabolism allowing the fungus
to use nitrogen compounds [30].

Here it is demonstrated that POMLS is the first fungal MLS localized on the cell

surface, interfering with the infection process.

Results

Expression, purification and production of polyclonal antibody to PbMLSr

The cDNA encoding PPMLS was subcloned into the expression vector pET-32a to
obtain the recombinant fusion protein. The protein was not present in crude extracts of
non induced E. coli cells carrying the expression vector (Fig. 1A, lane 1). After
induction with IPTG, a 73 kDa recombinant protein was detected in bacterial lysates
(Fig. 1A, lane 2). The six-histidine residues fused to the N terminus of the recombinant
protein were used to purify the protein from bacterial lysates by nickel-chelate affinity.
The recombinant protein was eluted and analyzed by SDS-PAGE (Fig. 1A, lane 3) and

His-, Trx-, and S-Tag was removed by cleavage with the enterokinase (Fig. 1A, lane 4).



An aliquot of the purified recombinant protein was used to generate rabbit polyclonal
anti-PbMLSr antibody. Western blot confirmed the positive reaction of antibody with
the fusion protein (Fig. 1B, lane 1) identifying a protein of 73 kDa. The cleaved

recombinant protein was detected as a species of 60 kDa (Fig. 1B, lane 2).

Detection of PPMLS on cell wall extracts, culture filtrates and peroxisomal
fraction

To determine the subcellular distribution of POMLS, a cell wall-enriched, secreted, and
peroxissomal fractions purified from P. brasiliensis yeast cells were obtained. Crude
extract proteins, SDS-extracted cell wall proteins, and extracted cell wall proteins from
yeast cells were subjected to SDS—-PAGE analysis, blotted onto nylon membrane and
reacted to polyclonal anti-PhPMLSr antibody. PPMLS was detected in crude extract (Fig.
1B, lane 3), and in SDS-extracted cell wall proteins (Fig. 1B, lane 4), but it was not
detected in extracted cell wall proteins (Fig. 1B, lane 5). No cross-reactivity to the pre-
immune rabbit serum was evidenced with the samples (Fig. 1C).

To evaluate if PDMLS was secreted to the medium, proteins were extracted from
culture filtrates harvested from P. brasiliensis growing, 24 and 36 h cultures, (Fig. 1D,
lanes 1 and 2, respectively), 7 days (Fig. 1D, lane 3), and 14 days (Fig. 1D, lane 4). The
proteins were subjected to SDS-PAGE analysis, blotted onto nylon membrane and
reacted to polyclonal anti-PhMLSr antibody. PPMLS was detected in all these
preparations (Fig. 1D, lanes 1 to 4). No signal was detected in medium free of cells
(Fig. 1D, lane 5). No cross-reactivity to the pre-immune rabbit serum was evidenced
with the samples (Fig. 1E). Altogether, these results suggest that POMLS is weakly

binding to cell wall, and is actively secreted in P. brasiliensis.



Since PbMLS has the AKL tripeptide, a peroxisomal/glyoxysomal targeting
signal PTS1 [31], the presence of the protein was investigated in this cellular
compartment. Peroxisomal and mitochondrial fractions purified of P. brasiliensis were
obtained. The proteins were subjected to SDS—PAGE analysis, blotted onto nylon
membrane and reacted to the polyclonal anti-PbMLSr antibody. PODMLS was detected
in peroxisomal fraction (Fig. 1F, lane 1) confirming the localization of PbMLS in this
organelle. Since PPMLS has not been found in mitochondria, the mitochondrial fraction

was used as the negative control (Fig. 1F, lane 2).

Cellular localization of PbMLS by confocal microscopy

To observe the cellular location of PDMLS, P. brasiliensis yeast cells were grown in
rich medium and visualized by laser confocal microscopy. The expression of PbMLS
was highly positive in the budding cells (Fig. 2 B, C and F), while was usually negative
(Fig. 2 B and C) or weakly positive (Fig. 2 D) in the mother cells. Although the
reactivity was evident inside the cytoplasm of budding cells, it was much more intense
on the cell surface (Fig. 2 F). The patterns and intensities of fluorescence spectra of two
regions of interest (ROI) were represented in the Figure 2 G.

The localization of PPMLS was also evaluated on P. brasiliensis yeast cells
grown in medium containing acetate or glucose as sole carbon source. Yeast cells
accumulated PODMLS in the presence of acetate (Fig. 3 B) or glucose (Fig. 3 D), but the
quantity of PODMLS was higher when the fungus was cultivated in the former condition.
This disparity was exemplified by the fluorescence spectra (Fig. 3 E), representative of
two ROIs indicated by the arrows 1 and 2 (Fig. 3 B and D). No cross reaction was

observed with the pre-immune serum (data not shown).



Binding of PbMLSTr to extracellular matrix proteins (ECM) and the reactivity to
sera of PCM patients

The ability of the PbMLSr to bind to proteins of ECM was evaluated by Far-Western
blot assays. PbMLSr binds to fibronectin, type I and IV collagen, but not to laminin as
shown on Fig. 4A, lanes 1, 2, 3 and 4, respectively). Negative controls were obtained
incubating PDMLSr with the secondary antibody in the absence of the ECM or PDMLSr
with the ECM only (Fig. 4A, lanes 5 and 6, respectively). The reaction between
PbMLSr and the antibody anti-PbMLSr was used as a positive control (Fig. 4A, lane 7).
The binding between PPMLS and ECM compounds was also evaluated by ELISA
assay. The results reinforced that PbMLSr binds to fibronectin, type I and IV collagen
(Fig. 4B). Negative controls were performed using PDMLSr (Fig. 4B) or ECM only
(data not shown). The positive control was performed using antibody anti-PbMLSr,
anti-laminin, anti-fibronectin, anti-colagen I or anti-colagen IV (data not shown).

The reactivity of PDMLSr with three sera of patients with PCM and one serum
from healthy individual were reacted in immunoblot assays (Fig. 4C). Strong reactivity
was observed with PCM patients sera (Fig. 4C, lanes 1 to 3). No cross-reactivity was
observed with control serum (Figure 4C, lane 4). Reaction between PPMLSr and anti-

PbMLSr was used as positive control (Fig. 4C, lane 5).

Binding of PbMLSTr to pneumocytes

The ability of PODMLSr binding to A549 cells was evaluated. POMLSr was biotinylated
and incubated with AS549 cells. After lyses, proteins from AS549 cells were
electrophoresed by SDS-PAGE, and blotted onto a membrane to perform Western blot
with anti-PbMLSr antibody. A positive signal was detected to lysed pulmonary A549

cells treated with biotinylated PODMLSr (Fig. 4D, lane 1). The negative control was



obtained using supernatant of A549 cells untreated with biotinylated protein (Fig. 4D,

lane 2).

Inhibitory effect of PPMLSr and of anti-PhMLSr antibody on interaction of P.
brasiliensis cells with pneumocytes

The infection index was determined by interactions between P. brasiliensis yeast cells
and A549 pneumocytes, as shown on Figure 5. P. brasiliensis yeast cells were treated
with the anti-PhbMLSr antibody before interaction with pneumocytes, or pneumocytes
were treated with PbMLSr before interaction with P. brasiliensis. The controls (non
treated cells) were used to calculate the percentages of total infection. The interaction
was analyzed by flow cytometry. Ten thousand events as monoparametric histograms of
log fluorescence, as well as list mode data files were collected to analysis. When P.
brasiliensis yeast cells treated with antibody anti-PbMLSr were incubated with A549
cells, a decrease in the infection was observed after 2 h and 5 h of incubation (Fig. 5A).
Similarly, after treatment of A549 cells with PbMLSr the infection was reduced after 2
h and 5 h of incubation when compared to the values of non treated cells (Fig. 5B).
Controls were performed by incubating the pneumocytes with rabbit pre-immune serum

or BSA before the addition of A549 cells or yeast cells (Fig. 5A and B, respectively).

Adherence of P. brasiliensis to pneumocytes cells
By confocal microscopy, applying antibody anti-PbMLSr, it was verified the
adherence capacity to human lung cells of P. brasiliensis, showing the participation of

PbMLS in this process (Fig. 6 panel, A and B).



Discussion

Our studies showed that PPMLS is a multifunctional protein; besides its enzymatic role
as described by Zambuzzi-Carvalho [30], it could participate in the adherence process
between the fungus and host cells through its ability to bind fibronectin, type I and type
IV collagen. PDMLS was detected in the soluble fraction and culture filtrate of P.
brasiliensis. Take together ours results suggested that PbMLS is actively secreted by P.
brasiliensis. In the same way, M. tuberculosis MLS has been consistently identified in
the culture filtrates of mid-log phase M. tuberculosis cultures [32,33,34].

Adherence molecules are important in the pathogen-host interactions. They
operate as intercellular adhesion molecules (ICAM) or substrate adhesion molecules
(SAM), contributing to cell-cell or cell-ECM adherences, respectively, and are usually
exposed on the cellular surface. Successful host tissue colonization by fungus is a
complex event, generally involving a ligand (adhesin) encoded by the pathogen and a
cell or ECM receptor. The pathogen could interact with three types of host component:
secreted cell products, host cell surface, or ECM proteins, such as types I and IV
collagen, fibronectin, fibrinogen, and laminin [35]. Here, the potential adhesin property
of PPMLS was demonstrated through Far-Western blot, ELISA and binding assays
showing that the recombinant protein recognized the ECM proteins fibronectin and
types I and IV collagen, as well as, pulmonary epithelial cells. This event indicates that
PbMLS can play role in the interaction of the fungus with host components. Studies
have reported the capacity of P. brasiliensis for adhesion and invasion [9,15]. This is
the first enzyme of the glyoxylate cycle to be identified on the fungal surface and
released extracellularly which possesses the ability to bind to ECM proteins. The

definition of PbMLSr as a surface-exposed ECM-binding protein, with unknown



mechanism of secretion from the cell or of sorting proteins to cellular membrane
suggests that the PDOMLSr is compatible with anchorless adhesions [36,20]. In these
types of adhesions, proteins are reassociated on the cellular surface after been secreted
to execute their biological functions [36]. The presence of the PPMLS in the culture
filtrate harvested at 24 and 36 h, 7 and 14 days of growth confirmed that it is truly a
secreted protein. The presence of PPMLS in SDS-extracted cell wall proteins fraction
indicate that PPMLS is associated with the cell surface through weak interactions. Take
together these results provide evidence that POMLS may be transported out of the cell
through the cell wall, to be localized on the outer surface of the cell.

Reports have described the presence of some enzymes of the glycolytic pathway
on cell surface in P. brasiliensis as well as in other pathogens [42,43,18,19,16,17]. The
presence of these housekeeping enzymes in unusual locations often correlates with their
ability to perform alternative functions such as adherence/invasion of the host cells
[43,18]. The ability of anti-adhesin antibodies to confer protection by blocking
microbial attachment to host cells is being explored as a vaccination strategy in several
microbial diseases [44-48]. The identification of the PDMLS as a probable adhesin has
several implications. Understanding the consequences of binding of the POMLS to the
host cells will lead to improved understanding of the initial events during infection and
further insights into the role of the PPMLS in the host—pathogen interaction could
contribute to design of novel therapeutic strategies for PCM control.

In P. brasiliensis, the ICL transcript (Pbicl) was up-regulated in yeast cells when
compared to the mycelium phase and during the infectious process in mice liver [49,50].
In addition, Pbicl and Pbmls were up-regulated during the transition from mycelium to

yeast [51,52] and in yeast cells upon internalization by murine macrophages [53]. The



results by confocal laser scanning microscopy demonstrated differences in the
accumulation of PODMLS among P. brasiliensis cells grown in different carbon sources.
Accumulation of PDMLS was also higher in P. brasiliensis yeast cells than in the
mycelial fase (data not shown). These findings were reinforced by the results of Felipe
et al. [49], which suggested that the glyoxylate cycle is up-regulated in yeast cells [54].
Yeast cells grown on potassium acetate accumulated more PbMLS on the cell
membrane than yeast cells grown on glucose. These results are in agreement with those
obtained by Zambuzzi-Carvalho et al. [30] where Pbmls transcript level was higher in
yeasts cells grown in two-carbon sources when compared to that one grown on glucose.
The high intensity of ROI found in budding cells, mainly in the cellular membrane,
suggests that the PPMLS is more metabolically relevant and mainly synthesized by
young cells (budding cells). It is unknown that PPMLS takes some part in
differentiation and/or maturity processes of P. brasiliensis budding cells [51, 55]. In
fact, glyoxylate pathway provides a metabolic versatility for Candida albicans to utilize
alternates substratum for development and differentiation, been involved in the
formation of the filamentous state from the single cell state [23]. This process may help
Laccaria bicolor grow toward the host with the aggressiveness required for mycorrhiza

formation [56].



Conclusion

In conclusion, the results showed the presence of the PDMLS in culture filtrate of yeast
cells (parasitic phase), its surface location in P. brasiliensis, its binding to ECM in Far-
Western blot and ELISA assays and to A549 cells membranes. The reduction in
adherence of P. brasiliensis to A549 cells by anti-PbMLSr suggests that the PbMLS
could contribute to active fungal interaction and disease progression in humans by its
ability to act as a probable adhesin. In addition, the absence of conventional secretion or
cell wall anchoring motifs defines POMLS as a probable anchorless adhesin that could

contribute to virulence by promoting P. brasiliensis infection and dissemination.

Methods

P. brasiliensis isolate and growth conditions

The P. brasiliensis Pb01 isolate (ATCC-MY A-826) has been previously investigated by
our laboratory and was cultivated in semisolid Fava Netto’s medium (1.0% w/v
peptone, 0.5% w/v yeast extract, 0.3% w/v proteose peptone, 0.5% w/v beef extract,
0.5% w/v NaCl, 4% w/v glucose and 1.4% w/v agar, pH 7.2) as yeast cells for 7 days at

36°C.

Heterologous expression and purification of the PDMLS recombinant (PhMLSr)
The cDNA encoding to PbMLS was obtained by Zambuzzi-Carvalho et al. [30]
(GenBank accession number:AAQ75800). EcoRI and Xhol restriction sites were
introduced in oligonucleotides to amplify a 1617 bp cDNA fragment of the Pbmls,

which encodes a predicted protein of 539 amino acids. The PCR product was subcloned



into the EcoRI/Xhol sites of the pET-32a(+) expression vector (Novagen, Inc., Madison,
Wis.). The resulting plasmid was transferred to Escherichia coli BL21 C41 (DE3).
Bacteria transformed with the pET-32a-MLS were grown in LB medium supplemented
with ampicillim (100 w/mL) at 37°C until reach the optical density of 0.6 at 600 nm.
Synthesis of the recombinant protein was then initiated by adding isopropyl-p-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) to a final concentration
of 1 mM to the growing culture and the bacterial extract was pelleted and resuspended
in phosphate buffered saline (1 x PBS). After induction, the cells were incubated for 2 h
at 37°C with shaking at 200 rpm. Cells were harvested by centrifugation at 10,000 x g
for 5 min at 4°C. The supernatant was discarded and the cells were resuspended in 1 x
PBS buffer. E coli cells were incubated for 60 min with lysozyme (100 pg/mL). After
addition of 1% v/v Sarcosyl at 4°C, the cells were lysed by extensive sonication. The
sample was centrifuged 8,000 x g for 15 min at 4°C and 2% v/v Triton was added to the
supernatant containing the soluble protein fraction. His-tagged POMLSr was purified by
using the Ni-NTA Spin Kit (Qiagen Inc., Germantown, MD) and the tags were
subsequently removed by the addition of EKMax™ Enterokinase (GIBCO™,

Invitrogen, Carlsbard, CA).

Antibody production

The purified PbMLSr was used to produce anti-PbMLSr polyclonal antibodies in New
Zealand rabbits. The immunization protocol consisted of an initial injection of 300 ug
of purified recombinant protein in complete Freund’s adjuvant and two subsequent
injections of the same amount of the antigen in incomplete Freund’s adjuvant. Each

immunization was followed by an interval of 14 days. After the fourth immunization,



the serum containing the anti-PhbMLSr polyclonal antibody was collected and stored at -

20°C.

Western blotting analysis

SDS-PAGE was performed in 12% polyacrylamide gels according to [57]. The proteins
were electrophoresed and stained with Coomassie brilliant blue or transferred to a nylon
membrane and checked with Ponceau S to determine equal loading. POMLS, as well as
the PDMLSr, were detected with the polyclonal antibody raised against the recombinant
protein (diluted 1: 4000). After reaction with alkaline phosphatase anti-mouse
immunoglobulin G (IgG) or alkaline phosphatase anti-human IgG, the reaction was
developed with 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate—nitroblue tetrazolium (BCIP—

NBT).

Cell wall protein extractions

Yeast cells were frozen in liquid nitrogen and disrupted using a pestle and mortar. The
procedure was carried out until complete cell rupture, verified by microscopic analysis,
and by the failure of cells to grow on Fava Netto’s medium. Ground material was
lyophilized, and resuspended in 25 pL Tris buffer (50 mM Tris—HCI, pH 7.8) for each
milligram of dry weight, as described by [58]. The supernatant was separated from the
cell wall fraction by centrifugation at 10,000 x g for 10 min at 4°C. The crude extract
was kept and a new protein extraction was performed with Tris buffer as described
above. The cell wall was extensively washed in solutions with decreasing
concentrations of 1 M NaCl to remove any extracellular or cytosolic protein
contaminants that could be adhered to the walls through electrostatic forces. Isolated

cell walls were treated with SDS—extraction buffer (50 mM Tris—HCI, pH 7.8, 2% w/v



SDS, 100 mM Na-EDTA, and 40 mM f-mercaptoethanol) to extract cell surface-
associated proteins, i.e. proteins loosely associated with the cell surface through non-
covalent interactions or disulfide bridges (SDS-SW). The proteins from cell wall and

from crude extract were quantified according to Bradford [59].

Preparation of culture filtrate proteins

The culture filtrate were processed as described previously [60], with modifications.
Briefly, after 24 and 36 h, 7 and 14 days of growth at 37°C with gentle agitation, the
culture supernatant were removed from the cells by filtration and the culture filtrate

were dialyzed and dried by lyophilization. The protein content of the concentrated

culture filtrate was quantified according to Bradford [59].

Preparation of Peroxisomal Fraction
The Peroxisome Isolation Kit (Sigma-Aldrich) was used in the Preparation of Crude
Peroxisomal Fraction from cell cultures P. brasiliensis Pb0l1 (~2 x 108 cells) by
differential centrifugation followed by density gradient centrifugation. Briefly,
spheroplasts were obtained at 30°C by lysing the cell wall in 400 U of lyticase (Sigma)
for 24 h. Spheroplasts membranes were disrupted using grinder and pestle. After
centrifugation for 10 min, the Crude Peroxisomal Fraction was obtained. The organelles
were isolated by density gradient centrifugation to get the enriched peroxisomes fraction
separated from purified mitochondrial fraction by using the Peroxisome Isolation Kit.
The presence of peroxisomes was determined by measuring the activity of the

peroxisomal enzyme marker, catalase (Catalase Assay Kit) (Sigma-Aldrich). Separation



of peroxisomes from mitochondria was determined by measuring the activity of the
mitochondrial enzyme marker, cytochrome ¢ oxidase (Cytochrome ¢ Oxidase Assay
Kit) (Sigma-Aldrich). In addition, the detection of peroxisomal membrane proteins and
their degree of enrichment in the purified fraction was performed by immunoblot using

anti-PbMLSr.

Affinity ligand assays

Far-Western blot assays were carried out as previously described [61]. POMLSr was
submitted to SDS-PAGE and blotted onto nylon membrane. Blotted protein was
assayed for laminin, fibronectin, type I and type IV collagen, or to PCM patients sera as
following. After block for 4 h with 1.5% (w/v) BSA in 10 mM PBS-milk and then
washed three times (for 10 min each time) in 10 mM PBS-T, the membranes were
incubated with laminin (20 pg/mL), fibronectin (20 pg/mL), or type I and IVcollagen
(30 pg/mL), diluted in PBS-T with 2 % BSA for 90 min, and then washed three times
(for 10 min each time) in PBS-T. The membranes were incubated for 18 h with rabbit
antibodies anti-laminin, anti-fibronectin, or anti-type I and IV collagen in PBS-T with 2
% BSA (diluted 1:100). The blots were washed with PBS-T and incubated with
peroxidase-labeled goat anti-rabbit immunoglobulin (diluted 1:1000). The blots were
washed with PBS-T, and the reactive signals were developed with hydrogen peroxide
and diaminobenzidine (Sigma-Aldrich) as the chromogenic reagent. The positive
control was obtained by incubating the PbMLSr with the polyclonal anti-PbMLSr

antibody (diluted 1:500), and the reaction was developed as described above.



ELISA analysis

ELISA was accomplished as previously described by Mendes-Giannini et al. [8] with
modifications. Briefly, Polypropylene 96-well microtiter ELISA plates were sensitized
with extracellular matrix (ECM) proteins (10 pug/mL), overnight at 4°C. After blocking
with 2% w/v BSA, 10% v/v SFB and 1% w/v milk, the incubation was followed with
PbMLSr (5 pg/mL) for 2 h at 37°C in triplicate wells. The reaction was developed using
buffer citrate pH 4.9 conjugated with o-phenylenediamine as chromogenic substrate.
Negative controls were performed using PbMLSr or ECM only. Positive controls were
performed using antibody anti-PbMLSr, anti-laminin, anti-fibronectin, anti-colagen I or
anti-colagen IV. The absorbance was measured at 490 nm and the results analyzed by

using Software Microcal ™ Origin ™ Version 5.0 Copyright© [62].

Inhibition assay of interaction of P. brasiliensis with epithelial cells by using
PbMLSr and antibody anti-PbMLSr

A549 pneumocytes were incubated for 1 h at 37°C with PDMLSr (50 pg/mL), diluted in
10 mM PBS. After this incubation period, the cells were washed three times in PBS and
10° yeast forms of P. brasiliensis were added. Incubation was performed for 2 and 5 h
at 37°C, to allow the invasion and internalization, respectively, as described previously
[9,15,13]. Four control experiments were performed: A549 cells not preincubated with
the PDMLSr; P. brasiliensis yeast cells not preincubated with the anti-PbMLSr
antibody; pneumocytes preincubated with BSA (25 pg/mL) and P. brasiliensis yeast
cells preincubated with rabbit pre-immune serum. The percentage of infected cells, or
not, was obtained by flow cytometry (BD FACSCanto) (BD Biosciences, Hialeah, FL).
Adhesion index was achieved by multiplying the mean number of attached yeast cells

per pneumocyte by the percentage of infected cells. The infection index (adherence plus



internalization) was determined by the number of total fungi interacting with the
epithelial cells 5 h after addition of the yeast cells, as previously described [15,13]. The
mean and S.D. of at least three independent experiments were determined. Statistical
analysis was calculated by using ANOVA (F test followed by Duncan test). P values of

0.05 or less were considered statistically significant.

Biotinylation of protein

PbMLSr was biotinylated with the ECL protein biotinylation kit (GE Healthcare,
Amersham Biosciences) as recommended by the manufacturer. Monolayers of A549
cells were incubated with the biotinylated proteins at 37°C overnight and washed with
PBS, to remove unbound protein. Next, double-distilled water was added and the cells
were incubated for 4 h at 25°C, to obtain total lysis. The lysates were centrifuged at
1,400 x g for 5 min, and the supernatant was submitted to electrophoresis by SDS-
PAGE. Proteins in the gel were blotted onto a membrane of nylon; membrane strips
were incubated with blocking buffer for 4 h at 25°C. Then was incubated for 1h with
streptavidin-HRP. Control containing PbMLSr was revealed with the Catalyzed Signal
Amplification (CSA) System kit (DAKO). The negative control was developed with the

supernatant of A549 cells after lyses (without incubation with the biotinylated protein).

Confocal analysis

The cellular localization of the POMLS was performed as described by Batista et al.
[63] and Lenzi et al. [64] for confocal laser scanning microscopy (CLSM). Briefly, the
cells growing in different sources of carbon were fixed in paraformaldeido 4% for 1h,
washed and centrifuged. After permeabilization with Triton X-100, the cells were

washed in PBS and incubated in blocking solution (2.5% BSA, 1% skim milk, 8% fetal



calf serum) for 20 min (Fernandes da Silva, 1988). The primary antibody anti-PbMLSr
diluted (1:100) was added overnight at 4°C. After washing three times with PBS, the
cells were incubated with secondary antibody (Alexa Fluor 488 anti-rabbit Molecular
Probes 1:700) for 1 hour. Before mounting in 90% glycerol in PBS, adjusted to pH 8.5,
containing antifading agent (p-phenylenediamine 1 g/L) (Sigma-Aldrich), the cells were
stained with Evans blue (1/10000 in 0.01M PBS). The specimens were analyzed by

laser confocal microscopy (LSM 510-META, Zeiss).

Cultive of cells A549 in laminula and adhesion of P. brasiliensis by confocal
analysis

The adhesion total (infection and invasion) assays were accomplished in plates
of 24 holes containing coverslipes at the bottom. In all the tests, a cellular suspension of
10° cells/mL was standardized. After the tripsinization of the cell suspension, 0,2 mL of
this was retreat of the bottle, and diluted in 1,8 mL of HAM F12 medium. Cells were
counted in hemocytometer after several dilutions until the definition of appropriate
concentration. After, 0,5 mL of the adjusted concentration of cells was spared in each
hole of the plates and incubated at 36.5°C for 24 h. The cellular monolayers formed on
the coverslips were used for adhesion, invasion and total infection tests. PBS was
poured in the wells, and 300 uL of 0.5% Triton in PBS (PBS-T) was used to
permeabilize the cells for 10 min at room temperature. After three washings with frozen
PBS-T, the monolayers were incubated for 1 hour with 300 puL antibody anti-PbMLSr
(1/50 in PBS + 3% skimmed milk + 1%BSA). Three washes with frozen PBS-T were
again done, and subsequently the monolayers were incubated with 300 uL of TRITC-
rabbit antibody and mouse anti-IgG (1/400) for 1 hour, followed by new three washes

with frozen PBS-T.



Flow cytometry assay analysis

All flow cytometry analyses were performed on a BD FACSCanto (BD Biosciences)
using an air-cooled argon-ion laser tuned at 488 nm and 115 mW. The flow rate was
kept at approximately 10,000 events (cells), and green fluorescence was amplified
logarithmically. Ten thousand events were collected as monoparametric histograms of
log fluorescence, as well as list mode data files. The data were analyzed by FACSDiva

Software (BD Biosciences) and Origin Software [61].

Statistical analysis
Results are expressed as the mean + SE of the mean of three independent experiments.
Statistical analysis was performed using ANOVA (F-test followed by Duncan test). P-

values of 0.05 or less were considered statistically significant.
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Figures Legends

Figure 1: Localization of PPMLSr. (A) SDS-PAGE analysis of POMLSr. E. coli BL21
C41 cells harboring the pET-32a-MLS plasmid were grown at 37°C to an ODgq of 0.6
and harvested before (lane 1) and after induction with 1 mM IPTG (lane 2). The cells
were lysed by sonication, and the recombinant His-, Trx-, and S-Tagged PbMLS was
isolated by affinity chromatography (lane 3). Tags were removed by EKMax™
Enterokinase digestion (lane 4). (B) Western blots of fusion POMLSr (lane 1), cleaved
PbMLSr (lane 2), crude extract proteins from yeast cells (lane 3), SDS-extracted yeast
cell wall proteins (lane 4), and yeast cell wall proteins (lane 5). Proteins were probed
with anti-PbMLSr antibody or with pre-immune rabbit (C). (D) Western blots of
proteins of culture filtrate of P. brasiliensis yeast cells harvested on 24 h (lane 1), 36 h
(lane 2), 7 days (lane 3), and 14 days (lane 4) of culture, and culture filtrate without P.
brasiliensis as negative control (lane 5). Proteins were probed with anti-PbMLSr
antibody or with pre-immune rabbit (E). (F) Western blots of peroxisomal fraction (lane
1) and mitochondrial fraction (lane 2) proteins from P. brasiliensis yeast cells were

probed with anti-PbMLSr antibody. Molecular mass markers are indicated at the side.

Figure 2: Localization of PbMLS by confocal laser scanning microscopy in P.
brasiliensis yeast cells. Differential accumulation of PbMLS on surface of budding cells
is easily seen in B, C and F. The images A and E represent the differential interference
contrast (DIC) of B and F images, respectively. The image C corresponds to a three-
dimensional reconstruction of immunofluorescent tomographic image, showing the
accumulation of PbPMLS only on the budding cells and not in the mother, as is also
observed in images B and F. The image G displays the fluorescence pattern and

intensity of two regions of interest (ROI) specified by the arrows 1 and 2 in the image



F, indicating that the fluorescence is more intense on the cell surface (2) than in the
cytoplasm of budding cells (1). The image D shows a mother cell positive to PbMLS on
the cellular surface and the formation, in culture, of budding cells also expressing

PbMLS.

Figure 3: Localization of PPMLS by confocal laser scanning microscopy in P.
brasiliensis yeast cells growing in different carbon sources. The same groups of cells
grown in the presence of potassium acetate (images A and B) or glucose (imagens C
and D) as sole carbon source are shown, side by side, by differential interference
contrast microscopy (DIC) and confocal immunofluorescence. In both situations, the
accumulation of PbMLS was restricted to the budding cells. The graphic in E displays,
comparatively, the immunofluorescence patterns and intensities of two regions of
interest (ROI 1 and 2), corresponding to the arrows 1 and 2. The date indicate that, in
the same labeling conditions, the budding cells cultivated on potassium acetate

accumulate PPMLS more intensely on the cell surface than those grown on glucose.

Figure 4: (A) Binding of PPMLSr to ECM by Far-Western blot. PbMLSr (0.5 pg) was
subjected to SDS-PAGE and electroblotted. Membranes were reacted with fibronectin
(lane 1) and types I and IV collagen (lanes 2 and 3, respectively) and laminin (lane 4),
and subsequently incubated with rabbit IgG anti-fibronectin, mouse anti-type I and anti-
type IV collagen antibodies, and anti-laminin, respectively. Peroxidase-conjugated anti-
rabbit and anti-mouse IgG reveal the reactions. Negative control was obtained by
incubating the PPMLSr with peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG (lane 5), and
PbMLSr with ECM (lane 6). Positive control was obtained by incubating the POMLSr

with polyclonal anti-PbMLSr antibody (lane 7). (B) Binding of PPMLSr to ECM



fibronectin, types I and IV collagen (10 pg/mL). The interaction was revealed by
ELISA with peroxidase-conjugated streptavidin. The results were expressed in
absorbance units. The negative controls were performed using PPMLSr only. (C)
Reactivity of the PPMLSr to PCM patient sera. 1.0 pg of purified PDMLSr was
electrophoresed and reacted to patients sera with PCM, diluted 1:100 (lanes 1 to 3) and
to control sera, diluted 1:100 (lane 4). The positive control was obtained by incubating
the PPMLSr with its polyclonal antibody (lane 5). After reaction to the anti-human IgG
alkaline phosphatase-coupled antibody (diluted 1:2000), the reaction was developed
with BCIP-NBT. (D) Biotinylation assay by Western blot. Lysed A549 cells incubated

with biotinylated PbMLSr (lane 1); Lysed A549 cells (lane 2) as negative control.

Figure 5: Interaction of P. brasiliensis yeast forms with pneumocytes. The interaction
was assayed by indirect immunofluorescence and analyzed by flow cytometry. (A) P.
brasiliensis yeast cells were pretreated for 1 h with anti-PbMLSr polyclonal antibody
(diluted 1:100), and control cells were pretreated with rabbit pre-immune serum. (B)
AS549 cells were pretreated for 1 h with 25 pg/mL of PDMLSr, and control pneumocytes
were pretreated for 1 h with 25 pg/mL of BSA. Adhesion of P. brasiliensis to
pneumocytes was analyzed 2 h after the treatments. Infection (adhesion plus

internalization) of P. brasiliensis to pneumocytes was analyzed 5 h after the treatments.

Figure 6: Interaction of P. brasiliensis yeast forms with pneumocytes. The interaction
was assayed by confocal laser scanning microscopy. A549 cells were pretreated for 1 h
anti-PbMLSr. The arrows indicate the presence of the protein PDOMLS of the pathogen

in interaction with A549 surface.
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V — CONCLUSOES

Apartir da expressdo heteréloga e purificacdo da proteina recombinante foi
possivel a obtencdo de um anticorpo policlonal que reconhece especificamente a

PbHMLS nativa do fungo.

Com o intuito de se definir a localizagdo celular da PPMLS, realizamos
inicialmente experimentos de Western blotting, utilizando extrato de proteinas
presentes na por¢ao mais superficial da parede celular e Filtrado de Cultura do fungo.
Os resultados mostraram a presenca de PODMLS na Fracdo Citoplasmatica assim
como Fracdo de Parede, e na porcdo secretada de células leveduriformes de P.
brasiliensis. A evidéncia da localizacdo desta proteina na superficie do fungo foi
confirmada posteriormente com a realizacdo de experimentos de microscopia
confocal de células leveduriformes, mostrando que a PPMLS esta presente na parede

celular, bem como no citoplasma do fungo.

A técnica de microscopia de varredura laser confocal nos permitiu
realizar a citolocalizacdo da PPMLS em células leveduriformes crescidas na presenca de
acetato de potdssio, que apresentaram uma intensidade de fluorescéncia maior do que
células leveduriformes crescidas em glicose, indicando a utilizacdo de fontes de dois
carbonos no Ciclo do Glioxalato. PPMLS foi visualizada na superficie celular,
indicando que PPMLS também esta localizada na parede da célula.

Através dos resultados obtidos em experimentos de Western blotting de
afinidade foi mostrado que a PbMLSr foi capaz de se ligar a fibronectina e coldgeno

tipo I e tipo IV.

A PbMLSr foi reconhecida durante os ensaios sorologicos por soros

pacientes portadores de PCM e ndo de individuos saudédveis, mostrando assim que a



PbMLSr poderd ser utilizada juntamente com outras proteinas imunoreativas do

fungo P. brasiliensis para futuros imunodiagnésticos da PCM.

O comportamento de adesina para PbPMLS foi avaliado também pela
interagdo de PPMLSr com culturas celulares de pneumdcitos A549. Foi verificado
que a proteina biotinilada se liga as células da monocamada e é detectada por
Western blotting com extrato total da cultura, mesmo apds lavagem com tampao
fosfato seguida de posterior lise osmética, reforcando seu papel como molécula de

adesao.

Ensaios com células leveduriformes de P. brasiliensis Pb0Ol mostraram
inibicdo da adesdo, e conseqiientemente internalizacdo do fungo em culturas
celulares de pneumocitos A549 pré-incubadas com anticorpo policlonal anti-PbMLS
ou PbMLSr, sugerindo sua influéncia na adesao e invasdo do fungo a tecidos, etapas
primordiais no processo infectivo de P. brasiliensis. Nesse sentido a PDMLS pode

ser compreendida como um possivel fator de viruléncia do fungo.

Nesse trabalho nés caracterizamos uma nova adesina de P. brasiliensis. Os
dados sugerem que PbMLS estd potencialmente envolvida nos mecanismos de
adesdo e colonizagdo, requeridos durante o processo infectivo de P. brasiliensis.
Esses dados podem levar a uma melhor compreensdo da interacdo de P. brasiliensis

com tecidos do hospedeiro e da patogénese da PCM.



(Perspectivas




VI - PERSPECTIVAS

v Caracterizar enzimaticamente a PbMLSr;

v’ Avaliar a inibi¢do de PbMLSr;

v' Mapear os epitopos de PbPMLS, que efetivamente interagem com as

proteinas da MEC;

v' Avaliar o potencial papel protetor de PbMLS contra infec¢do por P.

brasiliensis, através de modelos animais;

v Estudar as provdveis interacdes de PPMLS, com outras proteinas de P.
brasiliensis, utilizando a metodologia do  duplo-hibrido (em
desenvolvimento);

v’ Resolver a estrutura de PDMLS, através de cristalografia e modelagem;

v' Realizar testes de vacina¢do com PbMLST.
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