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RESUMO 

 
 

Um antígeno de Paracoccidioides brasiliensis (Pb) foi isolado do gel e 
caracterizado. Os peptídeos digeridos por Endoproteinase Lys-C da proteína purificada, que 
apresentou uma massa molecular de 29-kDA e pI de 5.8, foram submetidos à análise da 
seqüência de aminoácidos. Uma busca em bancos de dados de seqüências de aminoácidos 
comparados com os três peptídeos da proteína nativa revelou forte homologia com triose 
fosfato isomerase (TPI: E.C. 5.3.1.1) de vários organismos. O cDNA e o gene completos que 
codificam para PbTPI foram obtidos, e ambos contém uma provável ORF que codifica para 
uma proteína com 249 aminoácidos que apresenta todos os peptídeos caracterizados na PbTPI 
nativa. O gene Pbtpi apresentou 6 exons interrompidos por 5 introns. Análises realizadas com 
a PbTPI deduzida sugerem sua utilidade em prover relações filogenéticas, como também 
evidenciou a correlação entre a filogenia gerada pelas proteínas deduzidas e as posições dos 
introns nos genes cognatos. A reatividade imunológica da PbTPI foi examinada. O cDNA 
completo que codifica para PbTPI foi altamente expresso no hospedeiro Escherichia coli, 
produzindo altos níveis de uma proteína recombinante fundida a glutathione S-transferase 
(GST), que foi purificada por cromatografia de afinidade. A TPI recombinante purificada foi 
reconhecida por soros de pacientes  com paracoccidioidomicose confirmada e não por soros 
de indivíduos saudáveis. Assim, PbTPI recombinante pode ser uma adição valiosa para o 
pequeno arsenal de proteínas imunoreativas de P. brasiliensis, que poderiam ser testadas por 
incorporação em ensaios de sorodiagnóstico da doença. 
 
Palavras chaves: Paracoccidioides brasiliensis; Triose fosfato isomerase; Clonagem do gene 
e análise estrutural; Proteína recombinante; Reatividade Imunológica. 
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ABSTRACT 

 
 
 

An antigen of Paracoccidioides brasiliensis (Pb) was gel isolated and 
characterized. Endoproteinase Lys-C digested peptides of the purified protein which 
presented, molecular mass of 29-kDa and pI of 5.8, were subjected to sequence analysis of its 
amino acids. Search at databases comparing the sequence of amino acids from the three 
peptides of the native protein, revealed strong homology to triosephosphate isomerase (TPI: 
E.C. 5.3.1.1) from several sources. The complete cDNA and gene encoding PbTPI were 
obtained and both contained an open reading frame predicted to encode a 249 amino acid 
protein that presented all the peptides characterized in the native PbTPI. The Pbtpi gene 
contained 6 exons interrupted by 5 introns. Analysis performed with the deduced PbTPI 
suggested its usefulness in providing phylogenetic relatedness, as well as evidenced the 
correlation between the phylogeny provided by the deduced proteins and introns positions in 
the cognate genes. The immunological reactivity of PbTPI was examined. The complete 
coding cDNA of PbTPI was over expressed in an Escherichia coli host to produce high levels 
of recombinant fusion protein with glutathione S-transferase (GST) that has been purified by 
affinity chromatography. The purified recombinant TPI was recognized by sera of patients 
with confirmed Paracoccidioidomycosis and not by sera of healthy individuals. Thus, 
recombinant PbTPI can be a valuable addition to the still small arsenal of P. brasiliensis 
immunoreactive proteins, which could be tested for incorporation in assays for serodiagnosis 
of the disease. 
 
Keywords: Paracoccidioides brasiliensis; Triosephosphate isomerase; Gene cloning and 
structural analysis; Recombinant protein; Immunological reactivity. 
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I - INTRODUÇÃO 

I.1-  Paracoccidioides brasiliensis 

 

I.1.1-  Taxonomia 

 

O fungo P. brasiliensis foi denominado inicialmente de Zymonema brasiliensis 

por Splendore (1912). A caracterização do gênero Paracoccidioides e da espécie brasiliensis 

foi proposta por Almeida (1930), após a comparação das diferenças estruturais existentes 

entre esta espécie e Coccidioides immitis. 

Lacaz et al. (1991) classificaram P. brasiliensis como pertencente ao reino: fungi; 

divisão: eumycota; sub-divisão: deuteromycotina; classe: hyphomycetes; ordem: moniliales; 

família: moniliaceae; gênero: Paracoccidioides; espécie: brasiliensis, devido ao não 

conhecimento da fase sexuada deste fungo. A caracterização do fungo como pertencendo ao 

filo ascomycota, mesmo não se conhecendo a fase teleomórfica, foi proposta por Leclerc et al. 

(1994) utilizando-se da comparação entre seqüências de DNA da subunidade ribossomal 

maior (28S) de dermatófitos e fungos dimórficos. Posteriormente, através de comparações de 

seqüências parciais de rRNA de fungos dimórficos, Guého et al. (1997) classificaram o 

gênero Paracoccidioides na família onygenaceae, juntamente com os gêneros Histoplasma, 

Emmonsia e Blastomyces. A proximidade filogenética de P. brasiliensis com os ascomicetos 

foi também reportada por Bialek et al. (2000), que analisando a seqüência da subunidade 

ribossomal menor de vários fungos, em análises filogenéticas, evidenciou que P. brasiliensis 
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deveria ser agrupado dentro da ordem onygenales, encontrando-se intimamente relacionado 

com membros da família onygenaceae. 

Atualmente este fungo tem sido descrito como pertencendo ao reino Fungi, ao filo 

ascomycota, à ordem onygenales, à família onygenaceae, ao gênero Paracoccidioides e a 

espécie brasiliensis.  

 

I.1.2-  Habitat 

 

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

sugere-se que o fungo viva saprofiticamente na natureza (Lacaz 1994; Restrepo-Moreno 

1994). O isolamento do fungo já foi obtido do solo (Albornoz 1971), de fezes de pingüim e de 

uma amostra comercial de ração canina, provavelmente contaminada com solo (Gezuele 

1989; Ferreira et al. 1990). P. brasiliensis foi isolado de tatus (Dasypus novemcinctus) 

capturados em áreas endêmicas de São Paulo. Os estudos indicam que estes animais possam 

ser hospedeiros silvestres do fungo, podendo, desenvolver a doença, embora não se acredite 

que sejam hospedeiros intermediários no processo de infecção ao homem (Bagagli et al. 

1998). 

As regiões consideradas endêmicas deste fungo apresentam algumas 

características ambientais em comum, e que provavelmente determinariam sua sobrevivência 

e até mesmo as condições para a infecção (Mangiaterra et al. 1999). Desta forma, Blotta et al. 

(1999) observaram que o índice de exposição ao fungo era maior em locais que já sofreram 

modificações ambientais, que possuem altitude elevada, chuvas abundantes, vegetação rica e 

economia baseada principalmente na agricultura e pecuária. 
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I.1.3-  Dimorfismo de P. brasiliensis 

 

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

característica presente também em outros fungos patogênicos humanos como, Blastomyces 

dermatitidis, Histoplasma capsulatum e Coccidioides immitis, e parece ser um importante 

mecanismo de virulência e de patogenicidade destes fungos (Kurokawa et al. 1998). 

A temperatura é o principal fator responsável pela diferenciação celular de P. 

brasiliensis (San-Blas 1993). O processo de dimorfismo não é exclusivamente dependente da 

temperatura desta forma, outros fatores que influenciam no dimorfismo têm sido 

caracterizados. Estudos experimentais com o hormônio feminino 17-b-estradiol mostraram a 

capacidade deste de inibir a transição de micélio para levedura tanto in vitro (Restrepo et al. 

1984), como in vivo (Sano et al. 1999), sendo relacionado como possível fator de proteção à 

infecção em mulheres. Walmsley & Walmsley (2000) observaram que a adição exógena de 

cAMP inibia a transição de levedura para micélio, mantendo a forma patogênica do fungo, 

sugerindo que a via de sinalização do cAMP apresenta importante papel na transição 

morfológica do fungo 

Em temperaturas próximas a 25 °C as culturas de P. brasiliensis apresentam 

aspecto algodonoso e estruturas celulares que se apresentam sob a forma miceliana, com 

formação de hifas septadas, multinucleadas, com filamentos finos e artroconídios intercalares 

(San-Blas 1993; Brummer et al. 1993). Acredita-se que a fase miceliana seja saprofítica, 

encontrada principalmente no solo e em plantas, e que seria também a forma na qual o fungo 

se encontra quando do contágio do hospedeiro. No homem admite-se  que o mecanismo de 

contágio ocorra através de contaminação por via inalatória com propágulos do fungo 

(Brummer et al. 1993). 
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À temperatura de 36 °C o fungo promove uma transição da estrutura filamentosa 

para uma estrutura globular, assumindo a forma leveduriforme (San-Blas, 1993). Esta seria 

sua forma parasitária, que assume características peculiares: apresenta brotamentos múltiplos, 

resultado de uma exoesporulação; uma membrana birrefringente, além de cromatina evidente. 

A morfologia única desta levedura é determinante no diagnóstico laboratorial da PCM, e em 

uma avaliação comparativa se assemelha a uma "roda-de-leme" (Furtado et al. 1967). 

O dimorfismo em P. brasiliensis tem sido considerado como ponto principal no 

desenvolvimento da infecção, visto que a eficiência de instalação do patógeno no hospedeiro 

se dá pela transição da forma miceliana, infectante, para leveduriforme, no tecido do 

hospedeiro (Brummer et al. 1993).  

 

I.2-  Paracoccidioidomicose 
 

I.2.1-  Aspectos Gerais 

 

A paracoccidioidomicose - PCM - (Blastomicose Sul-americana) é uma micose 

sistêmica que tem como agente etiológico o fungo dimórfico P. brasiliensis. A apresentação é 

de uma infecção granulomatosa, que determina dois quadros clínicos aparentes, uma forma 

crônica e outra aguda. A doença foi inicialmente descrita em São Paulo, em 1908, por 

Adolpho Lutz (Lutz 1908). 

A PCM apresenta alta prevalência na América Latina, ocorrendo desde o México 

até a Argentina (Wanke & Londero 1994; Rivitti & Aoki, 1999). Estima-se que na América 

Latina, a doença afete aproximadamente dez milhões de pessoas. Sua distribuição nesse 

território não é uniforme, concentrando-se ao redor de florestas úmidas, tropicais ou 



Identificação Proteômica, Seqüência de Nucleotídeos, Expressão Heteróloga e Reatividade Imunológica da Triose Fosfato Isomerase de 
Paracoccidioides brasiliensis 

Luiz Augusto Pereira 

 15

subtropicais (Brummer et al. 1993; Restrepo et al. 2001). 

 

I.2.2-  Patogênese e Patogenia da PCM 

 

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

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

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

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

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

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

doença, que apresenta duas formas clínicas distintas: a forma aguda ou tipo juvenil e a forma 

crônica ou adulta (Franco et al. 1987). 

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

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

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

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

medula óssea. A função imune mediada por células é gravemente deprimida nesses pacientes, 

provavelmente devido ao comprometimento medular (Londero & Melo 1983; Brummer et al. 

1993). Apesar de não haver manifestações clínicas ou radiológicas de comprometimento 

pulmonar evidente, pode-se isolar o fungo do lavado brônquico, evidenciando a participação 

do pulmão como porta de entrada do patógeno (Restrepo et al. 1989). Esta é a forma mais 

severa e com pior prognóstico (Brummer et al. 1993). 

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

pacientes constituída por homens adultos. Ao contrário da forma aguda, o quadro clínico 
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apresenta um desenvolvimento lento com comprometimento pulmonar evidente (Brummer et 

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

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

médico somente quando apresenta sintomas de comprometimento extrapulmonar. Nestes 

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

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

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

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

comprometimento dos sistemas nervoso e vascular (Rivitti & Aoki 1999). A forma crônica 

apresenta notável tendência à disseminação, sendo pouco freqüente os quadros onde há 

somente comprometimento pulmonar (Restrepo et al. 1983). 

 

I.2.3-  EPIDEMIOLOGIA  

 

A PCM é uma micose sistêmica de alta prevalência na América Latina, sendo a 

maior casuística registrada no Brasil, Argentina, Colômbia e Venezuela (Wanke & Londero 

1994; Restrepo et al. 2001). Casos esporádicos nos Estados Unidos, alguns países da Europa e 

Japão foram relatados em indivíduos provenientes de áreas endêmicas da América Latina 

(Chikamori et al. 1984; Ajello & Polonelli 1985; Ginarte et al. 2003). 

O Brasil é responsável por 80% das descrições na literatura, sendo a maioria dos 

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

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

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

PCM acomete principalmente indivíduos do sexo masculino entre 30 e 60 anos, sendo rara a 
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incidência abaixo de 14 anos de idade (Brummer et al. 1993). Segundo levantamento 

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

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

O estabelecimento da verdadeira prevalência da PCM, tanto da infecção como da 

doença, são muito importantes na caracterização de regiões endêmicas (Wanke & Londero 

1994). Inquéritos epidemiológicos realizados em indivíduos de áreas endêmicas sugerem que 

a infecção, medida como reação intradérmica positiva a paracoccidioidina, mostram igual 

prevalência para ambos os sexos (San-Blas 1993). 

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

realizado por Coutinho et al. (2002), mostrou que a mortalidade por PCM no Brasil é a oitava 

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

de mortalidade média anual de 1,45/milhão de habitantes considerando ambos os sexos, sendo 

que o índice para homens é de 2,42 e para mulheres 0,43. 

 

I.2.4-  RESPOSTA IMUNE NA PCM 

 

O mecanismo de defesa do hospedeiro interage com o fungo no foco inicial da 

infecção. Se o fungo persiste, uma resposta imunológica específica é elicitada para destruir o 

parasita. Se os mecanismos de defesa forem ineficientes ocorre a adaptação e transformação 

do fungo em leveduras e a instalação da doença. (Camargo & Franco 2000).  

A proteção contra a PCM tem sido correlacionada com a presença de uma vigorosa 

resposta imune celular, limitando o processo de infecção (Moscardi-Bacchi & Franco 1985). 

Segundo Kashino et al. (1995) a depressão da atividade fagocítica de macrófagos e leucócitos 

polimorfonucleares em indivíduos contaminados, estaria relacionada com o agravamento da 
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infecção por P. brasiliensis. Estudos sugerem que determinadas citocinas, principalmente 

interferon gama (IFN-� ), são capazes de hiperativar macrófagos e leucócitos 

polimorfonucleares, os quais passam a apresentar um aumento da fagocitose de células de P. 

brasiliensis (Cano et al. 1994; Kurita et al. 1999; Karhawi et al. 2000). 

Através das avaliações de modelos experimentais (Singer-Vermes et al. 1993; 

Calich et al. 1998) e quadros clínicos (Arango & Yarzábal 1982; Musatti et al. 1994) de PCM 

nas formas aguda e crônica, observou-se que a imunidade humoral não se apresentava 

diminuída, pelo contrário, altos títulos de anticorpos específicos são encontrados em ambas as 

formas da doença (Franco 1987; Oliveira et al. 1993). A ativação do sistema imune humoral, 

o qual determina a produção de anticorpos específicos das classes IgG, IgM e IgA (Blotta & 

Camargo 1993), está relacionada principalmente à ativação policlonal de células B (Chequer-

Bou-Habib et al. 1989). Munk et al. (1992) descrevem a ativação da via alternativa do sistema 

complemento pela opsonização de células de P. brasiliensis, resultando na facilitação da 

fagocitose de células leveduriformes pelos macrófagos. 

À medida que a doença cede, os títulos de anticorpos declinam, enquanto que na 

presença de enfermidade progressiva estes títulos permanecem altos (Franco 1987). Elevados 

títulos de anticorpos contra P. brasiliensis estão geralmente correlacionados com um mau 

prognóstico. Acredita-se que a ligação destes anticorpos com antígenos circulantes e/ou 

presentes no tecido lesado levariam à formação de “imuno-complexos”, os quais são capazes 

de promover uma depressão da resposta imune celular (Chequer-Bou-Habib et al. 1989; 

Camargo & Franco 2000).  

Uma vacina de DNA contra a PCM foi desenvolvida usando o gene da 

glicoproteína gp43. Os resultados obtidos em modelos experimentais mostram que a vacina 

desencadeia uma resposta imune específica com capacidade protetora contra uma infecção 
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induzida com formas leveduriformes virulentas de P. brasiliensis (Pinto et al. 2000). 

 

I.3-  Antígenos de P. brasiliensis 

 

Algumas moléculas antigênicas de P. brasiliensis são reconhecidas por anticorpos 

produzidos em pacientes com as formas aguda e crônica da doença, à semelhança do que 

ocorre em modelos animais. Dentre estas substâncias temos: heteropolissacarídeos, proteínas, 

glicolipídeos e glicoproteínas que são moléculas reconhecidamente antigênicas. 

Diversos preparados antigênicos, obtidos a partir tanto da fase miceliana como 

leveduriforme de isolados de P. brasiliensis, tem sido usados em ensaios sorológicos de 

sensibilidade intradérmica (paracoccidioidina), bem como para diagnóstico (Fixação de 

complemento, Imunodifusão e “Immunoblotting”) (Mcgowan & Buckley 1985; Pereira & 

Barbosa 1988; Fava-Netto 1990; Blotta & Camargo 1993; Diniz et al. 1999; Panuto-Castelo et 

al. 2003). 

De acordo com sua origem, os antígenos de P. brasiliensis têm sido caracterizados 

em derivados de parede celular, citoplasmáticos (intracelulares) e antígenos de filtrado de 

cultura (exocelulares) (Yarzábal 1982; Restrepo et al. 1983; Restrepo et al. 1984; San-Blas & 

San-Blas 1989; Fava-Netto 1990). Para a maioria desses antígenos, entretanto, é pouco 

conhecida a natureza química dos seus epítopos, sendo que problemas de reatividade cruzada 

com outras micoses, principalmente Histoplasmose, Lobomicose e Coccidioidomicose, foram 

reportados em alguns trabalhos (Mendes-Giannini et al. 1984; Camargo et al. 1984; Cano et 

al. 1986). Somente um pequeno grupo de moléculas já foram isoladas em sua forma pura e 

posteriormente caracterizadas (Kanetsuna et al. 1972; Yarzábal et al. 1973; Yarzábal et al. 

1976; Yarzábal et al. 1977).  
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Puccia et al. (1986) estudaram um grupo de antígenos exocelulares de um isolado 

de P. brasiliensis. Os principais antígenos descritos neste estudo foram as glicoproteínas de 

72-kDa, 55-kDa e 43-kDa, denominadas gp70, gp55 e gp43, respectivamente. A gp55 

apresenta uma complexa estrutura heteropolissacarídica e não é produzida por alguns isolados 

de P. brasiliensis em determinados meios de cultura (Puccia et al. 1986). Camargo et al. 

(1989) descreveram que a gp70 apresentava reatividade com 96 % de soros de pacientes com 

PCM, sugerindo ser esta proteína um possível marcador na PCM.  

A molécula antigênica de P. brasiliensis melhor caracterizada é uma glicoproteína 

de 43-kDa, denominada gp43. Essa proteína foi inicialmente identificada em filtrados de 

culturas de P. brasiliensis, com um perfil específico, por imunodifusão e imunoeletroforese 

(Yarzábal et al. 1977). A gp43 foi, subseqüentemente caracterizada como uma glicoproteína 

de 43-kDa (Puccia et al. 1986), sendo posteriormente, o seu gene clonado, seqüenciado e 

analisado por Cisalpino et al. (1996). Análises com a gp43 recombinante completa e de alguns 

de seus peptídeos apresentaram alta reatividade com soros de pacientes com PCM e não 

apresentou reatividade cruzada com soros de pacientes com outras micoses testadas (Diniz et 

al. 2002). 

McEwen et al. (1996) clonaram e seqüenciaram o gene de uma proteína antigênica 

de 27-kDa. O produto de clonagem, após expressão em sistema bacteriano heterólogo, foi 

reconhecido por soros de pacientes com PCM, demonstrando ser livre de reação cruzada 

significativa, com soros de pacientes portadores de outras micoses (Ortiz et al. 1996). A 

proteína recombinante foi purificada e mostrou-se reativa quando utilizada como antígeno no 

diagnóstico imunológico da PCM (Ortiz et al. 1998). 

Um antígeno de 87-kDa de P. brasiliensis vem sendo usado no diagnóstico 

sorológico de PCM (Gómez et al. 1997; Gómez et al. 1998). Díez et al. (2002) purificaram e 
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caracterizaram este antígeno e o identificaram como pertencente à família das proteínas de 

choque térmico. Díez et al. (2003) mostraram que o uso combinado do antígeno recombinante 

de 27-kDa com o antígeno purificado de 87-kDa em experimentos de ELISA indireto, 

aumentam a sensibilidade e especificidade de reconhecimento de pacientes com PCM, em 

relação ao seu uso separadamente. 

Salem-Izacc et al. (2001), clonaram, caracterizaram e expressaram o gene 

codificante para proteína mitocondrial HSP60 do fungo P. brasiliensis. Análises de 

“Immunoblotting” mostraram que tanto a proteína recombinante quanto a nativa são 

reconhecidas por anticorpos no soro de pacientes com PCM. Cunha et al. (2002) purificaram a 

PbHSP60 recombinante e testaram sua reatividade imunológica com 196 amostras de soros 

humanos através de “Immunoblotting”. Os resultados obtidos indicaram que a mesma 

apresenta alta sensibilidade e especificidade (97,3 e 92,5%), sugerindo que a HSP60 

purificada possa ser usada no diagnóstico da PCM. 

Costa et al. (2002) caracterizaram a seqüência de um gene que codifica para uma 

proteína imunoreativa de P. brasiliensis que apresenta identidade com seqüências de 

manosiltrasferases de outros fungos. 

Através das técnicas de eletroforese bidimensional e “Immunoblotting” Fonseca et 

al. (2001) identificaram determinantes antigênicos de P. brasiliensis utilizando combinações 

de soros de pacientes com diferentes manifestações clínicas da PCM. Os peptídeos 

seqüenciados provenientes dos antígenos de P. brasiliensis apresentaram homologia com as 

seguintes proteínas: catalase (61-kDa), gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (36-kDa), 

malato desidrogenase (34-kDa), frutose bifosfato aldolase (39-kDa) e triose fosfato isomerase 

(29-kDa). 
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I.4-  Triose Fosfato Isomerase 

 

I.4.1-  Características da TPI 

 

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

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

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

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

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

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

1991). A enzima apresenta cerca de 250 resíduos de aminoácidos, e uma estrutura secundária 

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

terciária em forma de barril (ba)8, o qual é altamente conservada em vários organismos, desde 

bactérias até eucariotos, apesar de ocorrerem algumas diferenças consideráveis na seqüência 

de aminoácidos (Jiménez et al. 2000). 

A presença de alguns resíduos de aminoácidos altamente conservados na 

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

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

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

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

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

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

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

catalítica da molécula.  
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I.4.2-  Propriedades da TPI 

 

A caracterização da enzima TPI em algumas arqueobactérias hipertermofílicas, 

como Pyrococcus woesei, Methanothermus fervidus e Methanobacterium bryantii, evidenciou 

uma importante adaptação enzimática das mesmas a altas temperaturas, onde a TPI apresenta 

uma estrutura quartenária em forma de homotetrâmero, e não como dímero, a qual é 

comumente caracterizada em outros organismos (Kohlhoff et al. 1996, Walden et al. 2004).  

O estudo de uma TPI monomérica que apresentava atividade catalítica foi 

realizado por Schliebs et al. (1996), utilizando um recombinante da TPI selvagem de 

Trypanosoma sp. Em T. cruzi foi purificada uma proteína de aproximadamente 27-kDa que, 

após análises de sequenciamento da região N-terminal, mostrou peptídeos com alta homologia 

a TPI de Leishmania mexicana e T. brucei (Bourguignon et al. 1998). 

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

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

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

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

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

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

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

1998). Alguns autores destacam que a TPI é um promissor antígeno vacinal contra 

esquistossomose (Harn et al. 1992; Miao et al. 1998). 

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

expressão de Streptococcus pneumoniae, utilizando soros de pacientes em fase covalescente 
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de infecção, mostraram que a TPI deste microorganismo era reconhecida por imunoglobulinas 

da classe IgG. 

Fernández-Arenas et al. (2004) mostraram que anticorpos da classe IgG, que 

reconhecem a TPI de Candida albicans, presentes no soro de camundongos infectados com 

um mutante do fungo, foram capazes de promover uma função imuno protetora quando 

administrados a outros camundongos também infectados. 

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

em glicossomos. Os estudos cristalográficos desta enzima, associados ao conhecimento do seu 

mecanismo favoreceram a seleção de substâncias que promoviam a inibição da atividade 

enzimática devido à desestabilização da estrutura dimérica. Esses estudos mostraram que a 

TPI de T. brucei e T. cruzi, bem como a de outros parasitas seriam um alvo em potencial para 

desenvolvimento de novas drogas seletivas (Garza-Ramos et al. 1998; Téllez-Valencia et al. 

2002). 

 

 

I.5-  Triose Fosfato Isomerase de P. brasiliensis 

 

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

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

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

kDa e ponto isoelétrico 5.8 era reconhecida por anticorpos de pacientes com PCM. O material 

foi isolado para sequenciamento dos aminoácidos da região amino terminal, e de peptídeos 

internos. 

Bastos (2003), em sua dissertação de mestrado, caracterizou uma seqüência parcial 
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de 949 pares de base do gene codificante para PbTPI. A obtenção do fragmento foi realizada 

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

degenerados. A construção dos primers foi realizada a partir das seqüências dos peptídeos 

obtidos previamente, e da comparação de regiões conservadas no alinhamento de cDNAs de 

TPI de outros fungos, descritos em bancos de dados. 
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II - JUSTIFICATIVA 

O fungo P. brasiliensis é o agente etiológico da PCM, uma micose sistêmica de alta 

prevalência na América Latina, afetando principalmente indivíduos em idade adulta do sexo 

masculino, sendo o Brasil responsável por 80% dos registros de casos da doença. A PCM 

apresenta graves quadros de infecção, em geral de evolução crônica,  que variam em 

severidade e prognóstico, tornando a doença um importante problema de saúde pública.  

O Laboratório de Biologia Molecular da Universidade Federal de Goiás, vem 

trabalhando na caracterização de moléculas relacionadas com a interação do fungo P. 

brasiliensis ao hospedeiro. A caracterização de proteínas antigênicas do fungo é uma das 

abordagens na identificação de moléculas de interação parasito-hospedeiro. A determinação 

de um conjunto de proteínas antigênicas de P. brasiliensis, através de eletroforese 

bidimensional e “Immunoblotting” com soros de pacientes com várias formas de PCM, 

seguida de isolamento e sequenciamento parcial de peptídeos das mesmas, evidenciou uma 

proteína de 29-kDa  caracterizada como uma triose fosfato isomerase (TPI). 

Nosso trabalho tem como objetivo clonar as seqüências de cDNA e genômica 

codificantes da TPI de P. brasiliensis, e realizar a expressão heteróloga e purificação da 

proteína recombinante em sistema bacteriano, com o objetivo de explorar sua reatividade 

imunológica, bem como caracterizar seus principais epítopos.  

A caracterização desta proteína que apresenta importante função metabólica em vias 

de produção de energia, a qual é capaz de determinar a produção de anticorpos em pacientes 

com PCM, tem apresentado uma importância especial, visto que até o momento poucos 
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antígenos deste fungo foram caracterizados. O estudo das propriedades antigênicas desta 

proteína em P. brasiliensis apresenta uma importância especial, visto que a TPI tem sido 

caracterizada em modelos de infecção de outros patógenos, como sendo capaz de elicitar uma 

resposta imunológica protetora.  

A produção heteróloga da molécula recombinante permitirá a realização de ensaios 

para avaliação de reatividade imunológica visando a utilização, isolada ou em associação a 

outras moléculas, no imunodiagnóstico da PCM. Em adição, a avaliação do papel da molécula 

na proteção contra a doença poderá ser realizada. 
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III - OBJETIVOS 

Os objetivos do trabalho foram: 

1. Clonar e caracterizar o cDNA completo codificante da enzima TPI de P. brasiliensis 

(PbTPI). 

- Estratégia: 

� Rastreamento na biblioteca de cDNA, utilizando sonda homóloga obtida. 

2. Clonar e caracterizar o gene completo que codifica a PbTPI. 

- Estratégia: 

� Realização de reação de PCR a partir do DNA genômico do fungo utilizando-se um 

par de oligonucleotídeos correspondentes às extremidades 5´ e 3´do cDNA clonado. 

3. Promover a expressão heteróloga do cDNA codificante da PbTPI. 

- Estratégias: 

� Clonagem em vetor de expressão pGEX-4T-3 (Amersham, Biosciences); 

� Indução da expressão heteróloga da proteína recombinante em sistema bacteriano; 

� Purificação da proteína recombinante através de cromatografia de afinidade e 

clivagem enzimática da proteína de fusão. 

4. Analisar a reatividade imunológica da proteína recombinante (rPbTPI).  

- Estratégia: 

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

imunológico de PCM. 
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V- CONCLUÔES 

As conclusões finais do trabalho são: 

- O sequenciamento de alguns clones rastreados a partir de uma biblioteca de 

cDNA do fungo P. brasiliensis e de fragmentos amplificados por PCR a partir de DNA 

genòmico do mesmo evidenciaram a caracterização das as seqüências de cDNA e do gene 

completas para a proteína Triose Fosfato Isomerase deste fungo. 

- A proteína deduzida a partir do cDNA e do gene apresentou uma massa 

molecular calculada de 29-kDa e ponto isoelétrico predito de 5.8, semelhante à proteína nativa 

evidenciadas em trabalhos anteriores do nosso grupo. As seqüências de aminoácidos 

correspondentes aos três peptídeos caracterizados anteriormente, também foram observadas 

na proteína deduzida de PbTPI. 

- Os motivos conservados em TPI Lys12, His94, Cys126, Glu166, Arg190 e 

Asp226 foram encontrados na seqüência deduzida de PbTPI. A provável estrutura secundária 

de PbTPI foi analisada por comparação com outras seqüências de TPIs já caracterizadas por 

métodos cristalográficos. Observou-se a conservação das regiões de 8 a-hélices e de 8 cadeias 

b, que formam a estrutura do barril (ba)8, comum para esta enzima. 

-  A comparação da sequencia genômica de Pbtpi com genes descritos de TPI de 

outros fungos caracterizados em bancos de dados mostrou conservação com relação ao 

número de introns presentes, sendo ainda maior entre as seqüências de TPI dos fungos 

eurotiomicetos, onde as posições dos introns são muito similares. A construção de uma árvore 
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filogenética a partir das seqüências de aminoácidos de TPI de alguns organismos mostrou a 

formação de clados específicos. Estes dados foram reafirmados com a comparação das 

posições dos introns nos respectivos genes cognatos. 

- Os dados obtidos a partir dos experimentos de “Southern” e “Northern blot”, 

evidenciaram que o gene Pbtpi provavelmente está presente em apenas uma cópia no genoma 

de P. brasiliensis. 

- A expressão heteróloga do cDNA de PbTPI em um sistema bacteriano e 

posterior purificação da proteína recombinante foi avaliada por análise em SDS-PAGE, 

evidenciando uma proteína de 29-kDa, em concordância com a proteína nativa e com a massa 

molecular calculada para a seqüência deduzida de aminoácidos.  

- Os ensaios de “Immunoblotting” com a PbTPI recombinante mostraram que 

esta também foi reconhecida por anticorpos presentes no soro de pacientes com PCM, de 

maneira similar à proteína nativa analisada anteriormente.  
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VI - PERSPECTIVAS 

 

De acordo com os dados obtidos em nosso trabalho apresentamos as seguintes 

perspectivas: 

- Análise da reatividade imunológica da proteína recombinante, utilizando-se 

soros de pacientes com PCM e com outras micoses; 

- Obtenção de anticorpos contra a proteína recombinante visando estudos de 

citolocalização; 

- Caracterização da atividade enzimática da PbTPI recombinante; 

- Avaliar a estrutura da proteína recombinante, através de métodos 

cristalográficos; 

- Realizar ensaios de imunoproteção com a proteína recombinante; 
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VIII - ANEXOS 

 

Anexo I. – Seqüência do cDNA de PbTPI depositada no NCBI sob o número de 

acesso AY250089. 

 
 

LOCUS       AY250089            1080 bp    mRNA    linear   PLN 13-JAN-2004 
DEFINITION  Paracoccidioides brasiliensis triose ph osphate isomerase mRNA, 
            complete cds. 
ACCESSION   AY250089 
VERSION     AY250089.2  GI:40805817 
ORGANISM    Paracoccidioides brasiliensis 
            Eukaryota; Fungi; Ascomycota; Pezizomyc otina; Eurotiomycetes; 
            Onygenales; mitosporic Onygenales; Para coccidioides. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1080) 
AUTHORS  Pereira,L.A.,Pereira,M.,Jesuino,R.S.A.,Bas tos,E.G.P.,Felipe,M.S.S. 

and Soares,C.M.A ����������
 
 

        1 gtctcctaaa ccttcacgaa ccatttaatt actatata tc ctagaaattc ttatcattta 
       61 ttcccgtcaa ataaaggata ataaaattct ccagccac ca tgcctcgtaa attctttgtt 
      121 ggcggcaact tcaagatgaa tggcaccgct aaatctat ca cccatatcat caccaacctc 
      181 aactctgcca agcttgatcc ttccactgaa attgtcat cg ccccgcctgc aatctacctg 
      241 gtgcttgcac gacaacttgc gaacggccaa gtcgccgt tt ctgcacagaa tgtgtttgat 
      301 aagcctaatg gagcctttac tggggagttg agcgtgga ac agctcagaga tgaaaaaatc 
      361 acttggacgt tggctggaca tagcgaacga agagtttt ac tcagagaaga tgatgagttt 
      421 gtagcacgga aaacaaaggc tgccattaac ggtggtct ca atgtaattct ttgcattggc 
      481 gagtctcttg aggaacgcga agctggaaag actatcga tg ttgtaacaag gcaattggac 
      541 gccgttgccg aggaagtctc tcctgcagaa tggaataa gg tcgtcatcgc ctatgagccc 
      601 atctgggcca tcggaacggg caaggtcgcc acaacaga gc aagcacaaga agtgcatgcc 
      661 tccatccgga aatggctgaa tgagaaaatc tcccctga ag cggccgaaaa cacccgcgtt 
      721 atttacggcg gaagcgttac ggagagcaac tgtcggga tc tcgccgcgca gcctgatgtt 
      781 gacgggtttt tggtgggcgg agctagttta aaacctgc tt ttgtcgatat catcaacgcc 
      841 cgtttataga cggttttggt agttagttct tagttacg ac ataaaatccc ttacggcaga 
      901 atgacgtttt cctagtccct cagtttcttt tccgctaa ca ctgccataaa agctgatatt 
      961 gggttatgcg ggtattggaa acctggagac ctgacatg ga aatggcctga ctttcttgtt 
     1021 ttgcaattga aaaatataaa ataattaata acactgttcg tc agtgcagt atttatatct 
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Anexo II. – Seqüência do gene Pbtpi depositado no NCBI sob o número de acesso 

AY037936. 

 
 

LOCUS       AY037936            1680 bp    DNA     linear   PLN 27-FEB-2004 
DEFINITION  Paracoccidioides brasiliensis triosepho sphate isomerase gene, 
            complete cds. 
ACCESSION   AY037936 
VERSION     AY037936.3  GI:44662778 
ORGANISM    Paracoccidioides brasiliensis 
            Eukaryota; Fungi; Ascomycota; Pezizomyc otina; Eurotiomycetes; 
            Onygenales; mitosporic Onygenales; Para coccidioides. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1680) 
AUTHORS   Pereira,L.A., Pereira,M., Felipe,M.S.S. a nd Soares,C.M.A. 
 
 
        1 gtctcctaaa ccttcacgaa ccatttaatt actatata tc ctagaaattc ttatcattta 
       61 ttcccgtcaa ataaaggata ataaaattct ccagccac ca tgcctcgtaa attctttgtt 
      121 ggcggcaact tcaagatgta tgtgtgttct gttcctga at caaaacgtca aattcgtctc 
      181 tacccacacc caaaatcttc ctataacaac cggaatac tg ataaatcact tccactactc 
      241 aattccattc cacccaggaa tggcaccgct aaatctat ca cccatatcat caccaacctc 
      301 aactctgcca agcttgatcc ttccactgaa attgtcat cg ccccgcctgc aatctacctg 
      361 gtgcttgcac gacaacttgc gaacggccaa gtcgccgt tt ctgcacagaa tgtgtttgat 
      421 aagcctaatg gagcctttac tggggagttg agcgtgga ac agctcagaga tgaaaaaatc 
      481 acttggacgt tggctggaca tagcgaacga agagtttt ac tcagagaaga tgatgaggta 
      541 tgttggattt cttatagtga tgtgtggtgg gtgcaaga tt ttgttttccc ttaaacacta 
      601 tattatcatt ttatgcccga atcggtccca ttttaagt ta gtcccgttat tttccaattc 
      661 cccaacgtgc gtgtattgag attcgtgata tcttcctc aa ctttaactaa tattgtcata 
      721 ccggaatatt tagtttgtag cacggaaaac aaaggctg cc attaacggtg gtctcaatgt 
      781 aattctttgc attggcgagt ctcttgaggt aaactacc ca ccatttcgat attaaaccct 
      841 tttatgcgag ttgaaatatc gaaaacgaag gcaaaaca aa agattctcag gggaacgtgt 
      901 ttcggttgaa gcgagagctg acgacacggt ctccatat at aggaacgcga agctggaaag 
      961 actatcgatg ttgtaacaag gcaattggac gccgttgc cg aggaagtctc tcctgcagaa 
     1021 tggaataagg tcgtcatcgc ctatgagccc atctggta at actgcttcta cgtttcattg 
     1081 tctttcaaag aacgaaccta caatcctaac aaccactc ca cctccccagg gccatcggaa 
     1141 cgggcaaggt cgccacaaca gagcaagcac aagaagtg ca tgcctccatc cggaaatggc 
     1201 tgaatgagaa aatctcccct gaagcggccg aaaacacc cg cgttatttac ggcggaagcg 
     1261 ttacggagag caactgtcgg gatctcgccg cgcagcct ga tgttgacggg tttttggtgg 
     1321 gcggagctag tttaaaacct gctgtatgtt ttcacaga at attgtcatga taggaatacc 
     1381 ccatcctgca aacggataaa ttactaactc aagtcgca gt ttgtcgatat catcaacgcc 
     1441 cgtttataga cggttttggt agttagttct tagttacg ac ataaaatccc ttacggcaga 
     1501 atgacgtttt cctagtccct cagtttcttt tccgctaa ca ctgccataaa agctgatatt 
     1561 gggttatgcg ggtattggaa acctggagac ctgacatg ga aatggcctga ctttcttgtt 
     1621 ttgcaattga aaaatataaa ataattaata acactgtt cg tcagtgcagt atttatatct 
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Anexo III.  – Alinhamento das seqüências de aminoácidos referentes a TPI de fungos e 

tabela com os valores de identidade encontrados. O alinhamento foi realizado pelo software 

ClustalX (1.81). As regiões sombreadas correspondem aos peptídeos da região carboxi e 

amino terminal alinhados para construção dos oligonucleotídeos S1 e At2. Estes resultados 

são parte integrante do painel Identification, Structural Analysis and Heterologous Expression 

of a cDNA Encoding the Triose Phosphate Isomerase (TPI) Of Paracoccidioides brasiliensis, 

apresentado no XXII CONGRESSO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA, realizado de 17 

a 20 de Novembro de 2003 no Centro de Convenções Centrosul - Florianópolis – SC. 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Aspergillus orizae gi9955876; Emericella nidulans gi217921; Neurospora 
crassa gi28920460; Saccharomyces cerevisiae gi173007; Candida albicans 
gi6841083.  

 
Organismo Valor de Identidade(%) 
A. oryzae 74 
E. nidulans 75 
N. crassa 62 
S. cerevisae 57 
C. albicans 58 

 

Aoryzae             MPRQFFVGGNFKMNGTAESITAIIKNLNEAKLDETTEVV VSPPALYLTLAQQVADEKKKV 60 
Enidulans           MPRKFFVGGNFKMNGNAESTTSIIKNLNSANLDKSVEVVVS PPALYLLQAREVAN--KEI 58 
Ncrassa             MARKFFVGGNFKMNGTRKDLKAIVDNLNNAQLDPNAEVV IAPPALYLDFVKQNLQ-KPNV 59 
Scerevisae          MARTFFVGGNFKLNGSKQSIKEIVERLNTASIPENVEVVICP PATYLDYSVSLVK-KPQV 59 
Calbicans           MARQFFVGGNFKANGTKQQITSIIDNLNKADLPKDVEVVIC PPALYLGLAVEQNK-QPTV 59 
Pbrasiliensis       MPRKFFVGGNFKMNGTAKSITHIITNLNSAKLDPSTEIVIAPPAI YLVLARQLAN--GQV 58 
                   *.* ******** **. :. . *: .** *.:    .*:*:.*** **    .  .    : 
 
Aoryzae             AVSSQNVFDKPNGAFTGEISVSQLQDAKIPWTIIGHSER RVILKETDEFIARKVKAAIDG 120 
Enidulans           GVAAQNVFDKPNGAFTGEISVQQLREANIDWTILGHSERRV ILKETDEFIARKTKAAIEG 118 
Ncrassa             EVAAQNVFNKPNGAFTGEISATQLLDLGVKWVILGHSER RNELGESDEFIASKTKYALDN 119 
Scerevisae          TVGAQNAYLKASGAFTGENSVDQIKDVGAKWVILGHSERRSYFHEDDKFIADKTKFALGQ 119 
Calbicans           AIGAQNVFDKSCGAFTGETCASQILDVGASWTLTGHSERRT IIKESDEFIAEKTKFALDT 119 
Pbrasiliensis       AVSAQNVFDKPNGAFTGELSVEQLRDEKITWTLAGHSERRVLLREDDEFVARKTKAAING 118 
                    :.:**.: *. ****** .. *: :    *. : ******  : * *:*:* *.* *: 
 
Aoryzae             GISVIFCIGETLEEREADKTIEVVTKQLNAAAKELTKEQ WSKVVIAYEPVWAIGTGKVAT 180 
Enidulans           GLQVIFCIGETLEEREANKTIDVVTRQLNAAAKELSKEQWA KVVIAYEPVWAIGTGKVAT 178 
Ncrassa             GISVIWCCGESKDTRQAGETIKFVENQLAALAKEIN--D WKNVVIAYEPIWAIGTGLVAT 177 
Scerevisae          GVGVILCIGETLEEKKAGKTLDVVERQLNAVLEEVK--DWTN VVVAYEPVWAIGTGLAAT 177 
Calbicans           GVKVILCIGETLEERKGGVTLDVCARQLDAVSKIVS--DWS NIVVAYEPVWAIGTGLAAT 177 
Pbrasiliensis       GLNVILCIGESLEEREAGKTIDVVTRQLDAVAEEVSPAEWNKVVIAYEPIWAIGTGKVAT 178 
                   *: ** * **: : ::.. *:..  .** *  : :.  :* ::*:****:****** .** 
 
Aoryzae             TQQAQEVHAAIRKWLADAISPEASENTRIIYGGSVSEKN CRELAQERDVDGFLVGGASLK 240 
Enidulans           TEQAQEVHSAIRKWLKDAISAEAAENTRIIYGGSVSEKNCK DLAKEADIDGFLVGGASLK 238 
Ncrassa             KEQAQEVHAAIRSWLKQNVSDKVAEETRILYGGSVNAKN CKDLAKEQDIDGFLVGGASLK 237 
Scerevisae          PEDAQDIHASIRKFLASKLGDKAASELRILYGGSANGSNAVT FKDKADVDGFLVGGASLK 237 
Calbicans           PEDAEETHKGIRAHLAKSIGAEQAEKTRILYGGSVNGKNAK DFKDKANVDGFLVGGASLK 237 
Pbrasiliensis       TEQAQEVHASIRKWLNEKISPEAAENTRVIYGGSVTESNCRDLAAQPDVDGFLVGGASLK 238 
                   ::*:: * .**  * . :. : :.: *::*** *.. .*.  :  : ::*********** 
 
Aoryzae             PAFVDIINARL 251 
Enidulans           PAFVDIVNARL 249 
Ncrassa             PEFVDIINANL 248 
Scerevisae          PEFVDIINSRN 248 
Calbicans           PEFVDIIKSRL 248 
Pbrasiliensis       PAFVDIINARL 249 
                   * ****:::. 
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Anexo IV. – Imagem da estrutura terciária predita do monômero de PbTPI. A 

estrutura apresenta 8 regiões de cadeias b (amarelo) e 8 regiões de a hélice (vermelho), 

constituindo um barril (ba)8. A imagem foi gerada por modelagem protéica automática, 

baseada na comparação com proteínas ortólogas já caracterizadas, no site SWISS-MODEL 

(http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.html). Estes resultados são parte 

integrante do painel Identification, Structural Analysis and Heterologous Expression of a 

cDNA Encoding the Triose Phosphate Isomerase (TPI) Of Paracoccidioides brasiliensis, 

apresentado no XXII CONGRESSO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA, realizado de 17 

a 20 de Novembro de 2003 no Centro de Convenções Centrosul - Florianópolis – SC. 
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Anexo V. – Gel de agarose 0,8% mostrando o produto de PCR de 1350 pb obtido a 

partir do DNA genômico de P. brasiliensis utilizando os primers I1 e Ate. Estes resultados 

são parte integrante do painel Identification, Structural Analysis and Heterologous Expression 

of a cDNA Encoding the Triose Phosphate Isomerase (TPI) Of Paracoccidioides brasiliensis, 

apresentado no XXII CONGRESSO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA, realizado de 17 

a 20 de Novembro de 2003 no Centro de Convenções Centrosul - Florianópolis – SC. 
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Anexo VI. – Gel de agarose 0,8% mostrando o produto de PCR de 750 pb obtido a 

partir de DNA plasmidial , utilizando os primers 5’sense e 3’anti-sense construídos para 

clonagem da ORF de Pbtpi no vetor de expressão pGEX-4T-3®. Estes resultados são parte 

integrante do painel Identification, Structural Analysis and Heterologous Expression of a 

cDNA Encoding the Triose Phosphate Isomerase (TPI) Of Paracoccidioides brasiliensis, 

apresentado no XXII CONGRESSO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA, realizado de 17 

a 20 de Novembro de 2003 no Centro de Convenções Centrosul - Florianópolis – SC. 
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Anexo VII . – Correspondência da revista Microbes and Infection����
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