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1. INTRODUCAO (justificativa e objetivos)

O fungo Paracoccidioides brasiliensis é o0 agente etiolégico da
paracoccidioidomicose. P. brasiliensis, assim como todos os organismos de vida
aerbbia, estd sujeito a danos celulares decorrentes da acdo lesiva das espécies
reativas de oxigénio (EROS). As EROS geralmente sdo produtos finais da respiracéo e
também estdo presentes no processo de infeccdo como na resposta do hospedeiro ao
fungo. Os organismos aerdébios possuem mecanismos de defesa contra as EROS, o
gue inclui a sintese de moléculas antioxidantes, garantindo assim sua sobrevida.

A tiorredoxina (TRX) € uma proteina pequena, ubiquitaria e multifuncional que
participa do sistema tiorredoxina que juntamente com a tiorredoxina redutase e o
NADPH exercem um papel de controle da homeostase redox das células em situagao
de estresse. O estudo da proteina TRX1 na resposta ao estresse oxidativo no fungo
patogénico humano P. brasiliensis permitirh um maior entendimento no que diz respeito
ao processo de adaptacdo do fungo no hospedeiro, considerando que a sobrevida do
fungo € um fator importante para o estabelecimento da infeccao.

2. METODOLOGIA
2.1 - Andlise do crescimento e viabilidade de células leveduriformes de P.
brasiliensis em condicGes de estresse oxidativo

Foram utilizados um grupo controle cultivado em condicdes normais e quatro
grupos foram tratados com diferentes concentracbes do agente oxidante, aos quais
foram adicionados 10, 25, 50 e 75 mM de H,O, ao meio de cultura (YPD). Os grupos
foram submetidos a uma suave rotacdo a 37 °C por 3 horas, ao que se seguiu a
padronizacéo do inéculo em 5 x 10° células/mL de meio. As células foram contadas em
Camara de Neubauer por 7 dias e o experimento realizado em triplicata para cada
condicdo. A média das contagens foi utilizada para a construcdo de uma curva de
crescimento. A viabilidade celular das células leveduriformes de P. brasiliensis foi
determinada através do método do corante vital verde Janus (Sano et al., 1993).
2.2 - Analise da diferenciacdo celular de micélio para levedura (MIC— LEV) de P.
brasiliensis em condicdes de estresse oxidativo

Culturas micelianas, crescidas a 26 °C, em meio liquido, foram transferidas para
37 °C. Em um tratamento adicionou-se 25 mM de H,O, por 3 horas e, em seguida, as
células foram lavadas e ressuspendidas em meio fresco. Em outro tratamento foi
mantida a incubacéo continua. Aliquotas foram retiradas e procedia-se a contagem de
células leveduriformes. As médias e o0 desvio padrdo de trés experimentos
independentes foram utilizados para a constru¢cao de uma curva de diferenciacao.
2.3 - Extracdo de DNA total de P. brasiliensis

As células leveduriformes dos isolados Pb01 (ATCC, MYA, 826), Pb8311 e
Pb4940 de P. brasiliensis foram submetidas a extracdo de DNA.




24 - Amplificacdo dos fragmentos de DNA de diferentes isolados
correspondentes a sequéncia da PbTRX1 por PCR

Foram utilizados oligonucleotidios especificos (sense 5 - CAC GAA TTC CAA
TGG TTG TCC AC -3’ e antisense 5' - CCC CTC GAG ACT TTC ATC TAC - 3') que
foram desenhados com base na sequéncia de aminoacidos da PbTRX1 (n° de acesso
GenBank AY376435). Foi utilizado 25 ng de DNA total de cada isolado de P.
brasiliensis e as amplificacdes realizadas em termociclador (Applied Biosystems —
2400) por 35 ciclos (desnaturacdo 94 °C por 3 min, anelamento 55 °C por 1 minuto e
extensdo 72 °C por 7 min).
2.5 — Ensaio da atividade enzimatica da PbTRX1

Foram utilizados extratos protéicos (extrato bruto) de células leveduriformes de
P. brasiliensis submetidas a condicdes normais e sob estresse oxidativo (25 mM de
H,O,) para realizacdo do ensaio enzimatico. Embora a TRX tenha varios substratos
possiveis, 0 método classico para detectar sua atividade é a reducdo da insulina. A
avaliacdo da atividade enzimatica foi realizada pela taxa de precipitacdo a 650 nm em
um intervalo de tempo de 2 min por 80 min.
2.6 - Andlises computacionais

Para predicdo da estrutura e determinacdo do perfil hidropatico da PbTRX1
foram utilizados recursos de bioinforméatica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 - Efeito do H,O, no crescimento e viabilidade de células leveduriformes de P.
brasiliensis

As analises de crescimento, viabilidade do fungo P. brasiliensis estédo
relacionadas ao cultivo do fungo quando submetidos a condicdo de estresse oxidativo
ou em condigbes normais. Tanto o crescimento quanto a viabilidade celular, quando
comparadas com a cultura controle, apresentaram um efeito dose dependente. Quanto
maior a concentragao de H,O,, maior inibicdo do crescimento e menor viabilidade. Os
resultados demonstram que o fungo embora seja afetado pelo H,O, apresenta uma alta
taxa de sobrevivéncia e recuperacdo, o que demonstra a sua capacidade de defender-
se contra agentes oxidantes. Este fato sugere um papel das TRXs na acdo contra as
EROS.
3.2 - Efeito do H,O, no dimorfismo celular de micélio para levedura do fungo P.
brasiliensis

As células de defesa do hospedeiro humano geram EROS para combater o
patégeno e neste sentido quanto mais resistente o fungo for aos EROS, maior chance
de se diferenciar e estabelecer-se no hospedeiro. Isto implica em uma resposta
antioxidante do microrganismo contra as EROS. A diferenciacdo MIC — LEV na
presenca de 25 mM de H,O; é inibida em relacdo ao grupo controle. O grupo tratado
continuamente com H,O, mostrou uma diferenciacdo de aproximadamente 78% no
décimo quinto dia, o tratado por 3 horas de 84% e 0 grupo controle apresentou
aproximadamente 100% das células diferenciadas. Estes dados demonstram a
habilidade do fungo em responder ao estresse oxidativo sem que a transicdo MIC —
LEV seja muito afetada.
3.3 - Amplificacdo do fragmento génico correspondente a reqido codificadora da
PbTRX1 em isolados do fungo P. brasiliensis




Foi obtida a amplificacdo de fragmento de aproximadamente 351 pb
correspondente ao gene que codifica para PbTRX1 nos 3 isolados testados (Pb01,
Pb8311, Pb4940). Isto reforca a presenca deste gene nos diferentes isolados de P.
brasiliensis e sugere um papel importante desta proteina nos mecanismos de defesa
contra EROS.

3.4 - Avaliacdo da atividade enzimatica da PbTRX1

A reducdo da insulina mediada pela PbTRX1 foi determinada pela medida do
aumento da absorbéncia (650 nm a 25 °C) gerada pela tubidez resultante da
precipitacdo da cadeia livre (cadeia B) da insulina, que é insoltuvel. A adicdo do extrato
total (tratado) resultou em répida precipitacdo depois de 5 minutos, demonstrando
capacidade catalitica da TRX no fungo P. brasiliensis. O extrato protéico de P.
brasiliensis apresentou atividade redutora de insulina que corresponde a acao redutora
de dissulfeto da PbTRX1, o que ficou claro quando foi bloqueada a PbTRX1 com
anticorpo anti-TRX de E. coli. E importante salientar que a atividade de PbTRX1 quando
em presenca de H,O, em relacdo ao controle ndo tratado sofreu maior precipitacao,
gerando uma leitura da absorbancia sempre maior. Este dado é sugestivo de uma
maior inducdo da sintese das TRXs em presenca de H,O,, correspondendo a uma
maior reducéo da insulina.

3.5 - Andlises computacionais

O tamanho, pl, composicdo de aminoacidos, perfil hidropético e provavel
localizacdo sdo compativeis com que tem sido descrito para as TRXsl de outros
organismos. A estrutura secundéaria da PbTRX1 definida por compara¢cdo com outras
TRXs demonstrou um padrdao conservado, formado por 5 cadeias-fp que estéao
envolvidas por 4 cadeias em a-hélices. O perfil hidropatico da PbTRX1 demonstra que
esta proteina apresenta uma maior quantidade de regides hidrofilicas do que
hodrofébicas, o que poderia ser explicado pelo fato desta proteina apresentar uma
grande versatilidade de fungdes.

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que a TRX1 presente em P.
brasiliensis responde ao estresse oxidativo e pode ser considerada como um possivel
fator de viruléncia. O fungo é afetado de alguma forma pelo H,O, (agente oxidante),
apesar disso ele apresenta uma alta taxa de sobrevivéncia e recuperacao.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

SANO, A.; KURITA, N.; IABUKI, K.; COELHO, R.; TAKEO, K.; NISHIMURA, K.; MIYAJI,
M. A comparative study of four different staining methods for estimation of live
yeast form cells of Paracoccidioides brasiliensis. Mycopathologia: 124(3):157-61,
1993.

FONTE DE FINANCIAMENTO — CNPqg/PIBIC, FUNAPE/UFG

! Bolsista de iniciacdo cientifica. Instituto de Ciéncias Biolégicas — Laboratério de Biologia
Molecular, lorenabioufg@yahoo.com.br

2
Orientador /Instituto de Ciéncias Biologicas /UFG, rosalia@icb.ufg.br



http://compose.mail.yahoo.com/?To=rosalia%40icb.ufg.br

	Estudo da Proteína Tiorredoxina (PbTRX1) na Resposta ao Estresse Oxidativo em Paracoccidioides brasiliensis
	1 Bolsista de iniciação científica. Instituto de Ciências Biológicas – Laboratório de Biologia Molecular, lorenabioufg@yahoo.com.br 
	2  Orientador /Instituto de Ciências Biológicas /UFG, rosalia@icb.ufg.br


