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l. INTRODUCAO

O fungo Paracoccidioides brasiliensis € o agente etiolégico da micose humana
denominada Paracoccidioidomicose (PCM) (Almeida, 1930). Segundo Franco et al.
(1987), a inalagao pelo hospedeiro humano de micélios e/ou propagulos do fungo é a
principal via de entrada do parasita, propiciando o inicio da infecgcado pelos pulmdes e a
disseminagao para outros 6rgaos onde se estabelece na forma de levedura. Dessa
maneira, o processo de transi¢cao € o primeiro requerimento para o estabelecimento da
PCM no hospedeiro (Lacaz et al., 1991).

A parede celular de fungos € uma estrutura essencial, altamente dinédmica e esta
envolvida em varios processos fisioldgicos. Esta ainda € antigénica, participa da adesao
e modula a resposta imune contra a infecgdo (Navaro-Garcia et al., 2001; McKinney et
al., 2000).

As principais macromoléculas que compdem a parede celular de fungos séo:
quitina, glucanas e proteinas. Na transicdo de micélio para levedura, ocorre uma
mudanga estrutural quantitativa na parede celular do fungo do polimero de B-glucana
para o polimero de a-glucana.

Glucana € o principal componente estrutural que fortalece a parede celular de
fungos, entre eles, P. brasiliensis. NOs isolamos e caracterizamos o gene de B-1,3-
glucana sintase de P. brasiliensis (PbFKS1) (Pereira et al., 2000). Drogas que inibem (-
1,3-glucana sintase, tém apresentado sucesso no tratamento de infecgdes fungicas
(Andes at al., 2003;). Nosso grupo tem trabalhado com enzimas envolvidas na sintese e
degradagado de componentes da parede celular de P. brasiliensis para a utilizagado das
mesmas no desenvolvimento de drogas antifungicas.

As similaridades metabdlicas e estruturais entre células de fungos e mamiferos
tém tornado a escolha de novos alvos para antifungicos extremamente dificil. Além
disso, a diversidade da composicdo da parede celular e de vias metabdlicas entre as
espécies de fungos dificulta a escolha de agentes antifungicos de amplo espectro
(Klepser, 2003). Inibidores das enzimas envolvidas no metabolismo da parede celular
tém demonstrado causar deformacdo na morfologia da célula e na formacao do fungo
(Arelano, 1996).

Vérias tentativas tém sido feitas no sentido de obter B-1,3-glucana sintases
recombinantes. Assim como outras proteinas localizadas na membrana celular, a -1,3-
glucana sintase apresenta hélices transmembranas altamente hidrofobicas. Todas
essas regides dificultam sua purificacdo, e enovelamento correto. Utilizando uma nova
estratégia Beauvais et al. (2001) obtiveram a proteina recombinante de A. fumigatus,
entretanto apenas a regido catalitica foi utilizada para expressdo em Escherichia coli. A



proteina predita PbFks1p apresenta um dominio catalitico predito de 588 aminoacidos,
altamente hidrofilico.

Desta forma, esta mesma estratégia foi utilizada para p-1,3-glucana sintase de P.
brasiliensis e a regido catalitica foi clonada e expressada em E. coli. A partir dai foram
produzidos anticorpos policlonais em camundongo relativos a essa regidao, o que
possibilitou testes de reatividade imunolégica e citolocalizagdo. Além destes testes foi
realizado ensaio de atividade enzimatica com a proteina recombinante e com a proteina
nativa utilizando dois métodos: um radioisotopico e um colorimétrico.

Il. Metodologia

II.1. Extracdo de RNA de P. brasiliensis: Foi feita extracdo de RNA pelo método de trizol
nas fases de transigao de micélio para levedura e levedura para micélio.

II.2. RT-PCR semi quantitativa: Foi realizada reacéo de transcriptase reversa utilizando
primer de glucana sintase e primer para o controle interno da proteina ribossomal L34.
As reacbes de PCR foram padronozadas em relagao a temperatura de anelamento de
numero de ciclos.

[1.3. Obtencao da regiao catalitica: O clone de glucana sintase de P. brasiliensis,
PbFKS1 foi subclonado no vetor pUC 18 sendo a linhagem E. coli XL1-Blue utilizada
para transformar e o DNA plasmidial foi extraido. Oligonucleotideos foram construidos
para amplificar a regido catalitica de PbFKS1 (PbFKSc) sendo o DNA deste gene
utilizado como amostra na reacao de PCR.

I1.4. Obtencédo de clones recombinante: O vetor de expressdao pGEX 4T3 foi utilizado
para clonar PbFKSc. Sitios das enzimas de restricdo EcoRI e Notl foram utilizados para
possibilitar a clonagem. O plasmidio recombinante foi utilizado para transformar células
de E. coli BL-21.

I1.5. Inducdo da proteina recombinante. A indu¢cdo do promotor tac foi realizada pela
adicao de IPTG (0,5mM) a cultura. Os clones obtidos de E. coli foram induzidos por 1 h
a 37 °C.

[1.6. Purificacdo da proteina recombinante: A proteina recombinante induzida passou
por um processo de solubilizagdo e em seguida foi realizada sua purificagdo. Para tanto
foi utilizada uma resina de sefarose glutationa que apresenta alta afinidade pela
proteina de fusdo GST presente no vetor pGEX. O protocolo da purificagao foi seguido
de acordo com o manual do fabricante (Amersham Biosciences)

[1.7. Produgao de anticorpo policlonal anti-PbFkspc: A proteina recombinante purificada
foi utilizada para gerar anticorpo policlonal em camundongos. A produg¢ao do anticorpo
especifico pelos animais foi verificada por “western blotting”.

[1.8. Western blotting: Proteinas presentes no gel de poliacrilamida foram transferidas
para membrana de nitrocelulose (Sambrook et al, 1989). A membrana foi incubada com
anticorpo primario (anti-PbFksc) lavada e incubada com anti-camundongo acoplado a
fosfatase alcalina. Posteriormente a membrana foi novamente lavada e a reacéo
revelada pela adicao de BCIP/NBT (5-cromo-4-cloro-3-indolilfosfato toluidina-nitroblue
tetrazolina).

[1.9. Citolocalizagao: Os ensaios de citolocalizacdo foram realizados em colaboragao
com a professora Sénia Nair Bao do Laboratério de microscopia da UNB e da
doutoranda Moénica Santiago do Laboratério de Biologia Molecular da UFG. Células da



fase de levedura de P. brasiliensis foram processadas de acordo com Barbosa et al.,
2006 possibilitando cortes ultrafinos da estrutura do fungo para utilizagcdo na
microscopia de transmissdo. Os cortes foram entdo tratados para reacdo com anti-
PbFksc e posterior reagao com o anticorpo secundario marcado com particulas de ouro.
Apos revelacao da reacao os cortes foram visualizados em um microscoépio elétrico de
transmissao Jeol 1011.

[1.10. Ensaios de atividade enzimatica: Os ensaios de atividade enzimatica foram
realizados em colaboragcdo com o professor Carlos Roberto Félix do Laboratério de
Enzimologia da UNB. A atividade enzimatica foi realizada baseada em Billon-Grand et
al., 1997. A enzima nativa ou recombinante foi incubada por 1 h a 37 °C na presenca de
20 mM tris-HCI, pH 7.0; 100 mM celobiose; 15 mM DTT; 20 mM UDP['?C]glicose e 0.25
UDP[MC]incose. A reacao foi parada com a adicado de etanol 95% e precipitada O.N. a
-20°C. Em seguida foi adicionado celulose e a reacgao foi filtrada em filtro de fibra de
vidro e lavada com agua (2x 4mL) e etanol 95% (2x 4mL). A glicose incorporada foi
medida através de cintilador.

Ill. Resultados e Discussao

l11.1. RT-PCR semi-quantitativa: Foi realizada sgRT-PCR das fases de transicdo M-L e
L-M. Com primers de glucana sintase foram feitas rea¢cées com 39 ciclos. Foi utilizado
um controle interno da reagdo com primers da proteina ribossomal L34. Ocorre uma
diminuicdo de transcritos na transicdo de M-L. Na transigdo L-M n&o ocorre alteragao
na expressao dos transcritos.

[11.2. lonagem da regi&do catalitica de PbFKS1:A regido PbFKSc foi isolada por PCR.
Analises em gel de agarose mostraram que este fragmento apresenta 1764 pb, como o
esperado. PbFKSc foi ligada ao vetor pGEX 4T3 (4968 pb) gerando um plasmidio
recombinante que foi utilizado para transformar células de E. coli BL-21.

[11.3. ugdo de clones recombinante: Os clones recombinantes obtidos foram induzidos
por IPTG durante 1 h a 37°C. A proteina recombinante induzida foi analisada em gel de
poliacrilamida corado por comassie blue. Os resultados mostraram uma proteina
heteréloga de 88 kDa, como o esperado, sendo aproximadamente 54 kDa referente a
PbFksc e 29 kDa de GST.

[1l.4. Purificagdo da proteina recombinante: Apds solubilizagdo da proteina heteréloga
foi realizada sua purificagdo através cromatografia de afinidade com uma sefarose de
glutationa. A proteina de fusdo foi entdo desligada da coluna pela utilizagdo de um
tampao de eluigao, apesar da eluigcao nao ter tido uma eficiéncia de 100%.

[l.5Western Blotting: A proteina recombinante purificada foi transferida para uma
membrana de nitrocelulose. A membrana foi colocada para reagir com o anticorpo anti-
PbFksc. Ap6s a revelagao foi possivel reconhecer a banda da proteina na membrana,
que acendeu com a marcacao do anticorpo.

[11.6 Citolocalizagao: A citolocalizagdo foi realizada em células de leveduras de P.
brasiliensis. A marcacao do anti-PbFksc foi revelada por particulas de ouro. As fotos da
microscopia de transmissao revelaram a presenga de particulas de ouro na parede
celular e no espaco intracelular.

[11.7 Ensaio enzimatico: Foi realizado um ensaio enzimatico visando verificar se a
enzima recombinante estaria em sua forma ativa ou inativa. O ensaio consistiu na
utilizagdo do substrato especifico de B-glucana sintase marcado com 4C e verificagdo



da incorporagdo do material pelo produto da reagdo. De acordo com a leitura do
cintilador pode-se verificar que houve formagédo de glucana, mostrando que a enzima
recombinante esta em sua forma ativa. Este ensaio foi realizado em duplicata e tendo
como controle um extrato bruto de membrana celular de P. brasiliensis.

IV. Conclusdes

Através das reacdes de sqRT-PCR podemos observar que ha expressao dos
transcritos em ambas as fases de vida do fungo. De acordo com nossos resultados de
M-L ocorre uma diminui¢gdo na expressao dos transcritos.

No presente trabalho foi possivel isolar a regido catalitica de p-1,3-glucana
sintase de P. brasiliensis. A clonagem de PbFksc no vetor pGEX 4T3 e posterior
indugao do clone recombinante levou a produgcao de uma proteina de fusao heteréloga
de 88 kDa. Até o presente momento aoenas Beauvais et al. (2001) haviam conseguido
clonar a regiao catalitica de p-1,3-glucana sintase de Aspergillus fumigatus. A clonagem
do gene inteiro para obtengcédo da proteina recombinante é muito trabalhosa e até hoje
nao foi relatada

A proteina heterologa foi utilizada como antigeno para produgao de anticorpos
policlonais anti-PbFksc, o que possibilitou a realizacdo de um ensaio de citolocalizagao
da proteina em questdo. As marcagdes com particulas de ouro foram observadas na
parede celular e no espaco intracelular. De acordo com analises in silica -1,3-glucana
sintase é classificada como uma proteina de membrana, no entanto existem relatos de
atividade de B-1,3-glucana sintase em membranas microssomais intracelulares.

Pela primeira vez esta sendo relatada a obtencdo de B-1,3-glucana sintase
recombinante na sua forma ativa. O ensaio foi realizado tendo como controle extrato
bruto de membrana de P. brasiliensis que, de acordo com Davila et al., 1986 é o extrato
com maior atividade de fB-1,3-glucana sintase. No momento estamos testando um
protocolo novo de atividade enzimatica que utiliza um método colorimétrico ao invés do
método radioativo.

A proteina recombinante purificada e ativa nos da a possibilidade de testa-la
como alvo para drogas facilitando um rastreamento de novas substancias que possam
ser utilizadas no tratamento da paracoccidioidomicose. As limitagdes terapéuticas das
classes de drogas antifungicas correntes, (polienos, como anfotericina B e azoles como
fluconazol e itraconazol), os quais apresentam toxicidade e um limitado espectro de
eficacia e o aumento da incidéncia de infec¢des fungicas ameagadoras, associado com
imunodepressdo bem como o surgimento de isolados clinicos resistentes a drogas tem
se tornado preocupante. Estes resultados vém nos mostrar uma 6tima perspectiva no
intuito de melhorar esse quadro.
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