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1 INTRODUCAO

1.1 Paracoccidioidomicose

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica causada pelo
fungo Paracoccidioides brasiliensis (ALMEIDA, 1930), endémica na América
Latina, com alta incidéncia no Brasil (COUTINHO et al.,, 2002). Apesar de
estender-se do México a Argentina, ndo ha homogeneidade na distribuicdo dos
casos. No Brasil sdo encontrados 80% dos casos relatados e os outros dois
paises com maiores indices de casos sdo Coldmbia e Venezuela. (BRUMMER,
1993; HAHN, 2002; UNTERKIRCHER, 2004).

Estima-se que mais de 10 milhdes de individuos estejam infectados,
com cerca de 2% desenvolvendo a doenca (RESTREPO, MCEWEN &
CASTANEDA, 2001). Nas areas onde a PCM é altamente endémica, a
incidéncia da doenca é estimada em aproximadamente 1 a 3 casos clinicos
para cada 100.000 habitantes por ano (RESTREPO, 1985).

A PCM é uma doenca granulomatosa, caracterizada histologicamente
pela formacdo de tubérculos epiteliais com areas centrais de necrose,
agregados de leucdcitos polimorfonucleares, um halo linfomononuclear e
fibrose (BRITO & FRANCO, 1994). O progresso da patologia e a diversidade
das formas clinicas dependem dos fatores imunolégicos do hospedeiro
(FRANCO, 1987) e dos diferentes niveis de viruléncia dos diversos tipos de
isolados do fungo (SAN-BLAS & NINO-VEGA, 2001).

A PCM causa a morte, principalmente, de homens adultos,
trabalhadores de area rural, em idade produtiva, de camada social de baixa

renda e em pacientes com deficiéncia imunoldgica. Antes da puberdade, a



infeccdo ocorre com a mesma frequiéncia nos sexos masculino e feminino.
ApOs este periodo, a frequéncia da PCM passa a ser maior nos individuos do
sexo masculino (MARTINEZ, 1997). Este fato tem sido explicado pela acéo
protetora dos hormonios estrogenos na mulher adulta (CLEMONS et al., 1990)
e pelo menor contato das mesmas com as fontes de infeccéo. O trabalho com
o solo é fator ocupacional importante para predisposicdo a PCM (MARQUES et
al., 1983).

A via inalatéria € a principal porta de entrada deste fungo no hospedeiro
humano (PEDROSA, 1976). Ao serem inalados, os propagulos inicialmente
atingem os pulmdes e posteriormente se disseminam, tanto pela circulacao
sanglinea, quanto pelo sistema linfatico para outros 6rgdos e sistemas
(FRANCO, 1987, SAN BLASS et al. 2002). A pele e mucosas sdo também vias
de inoculacdo do microrganismo através de implantacdo traumatica (CASTRO
et al.,, 1975), e a transmisséo inter-humana parece ndo ocorrer (BARBOSA &
DAHER, 1991).

1.2 Matriz extracelular e adesinas

A aderéncia de patégenos as células do hospedeiro é considerada um
passo essencial no estabelecimento da infeccdo (MARCHAIS et al, 2005).
Varios fungos de importancia clinica como Candida albicans, Aspergillus
fumigatus, Histoplasma capsulatum, Cryptococcus neoformans, Pneumocystis
carinii, Sporothrix schenckii e Penicilium marneffei sdo conhecidos por se
ligarem as proteinas da matriz extracelular (MEC) (GONZALEZ et al, 2004).
Uma colonizacdo bem-sucedida geralmente é um evento complexo e deve
envolver proteinas na superficie do fungo, componentes de matriz extracelular
e receptores celulares do hospedeiro (SOHN et al, 2006). As adesinas
presentes no fungo, que interagem com receptores do hospedeiro, sdo de
grande importancia na modulacdo da migracdo, invasdo, diferenciacdo e
proliferacdo microbiana. Proteinas do hospedeiro como laminina, colageno,
fibronectina e fibrinogénio, tém sido propostas como ligantes celulares para os
patdogenos (PATTI et al, 1994). Desse modo, foi sugerido que a adesdo as
células do hospedeiro e superficies mucosas € um passo crucial no
estabelecimento da infecgdo (HANNA et al, 2000).



A MEC serve como substrato ndo somente para a adeséo das células ao
organismo, mas também para a adesdo de microrganismos colonizadores.
Muitos organismos expressam proteinas na superficie celular que podem
mediar a sua adesdo a MEC dos tecidos do hospedeiro (PATTI et al, 1994). As
interacbes com o hospedeiro sdo mediadas por moléculas complementares em
ambas, as superficies do fungo e das células hospedeiras e tecidos. As
moléculas fungicas que atuam nessas intera¢des foram designadas adesinas e
o grande repertorio de adesinas exibidas pelos fungos é um reflexo da
variedade de sitios que eles podem invadir no hospedeiro (HOSTETTER, 1994;
LOPEZ-RIBOT et al, 1996). A expresséo diferencial dos véarios genes que
codificam adesinas capacita os fungos a rapidamente adaptarem suas
propriedades adesivas a um ambiente em particular (VERSTREPEN and KLIS,
2006).

Gonzalez et al (2005), demonstraram que P.brasiliensis possui na sua
superficie duas proteinas, uma de 19 kDa e outra de 32 kDa, que interagem
com laminina, fibronectina e fibrinogénio. Outra proteina, a gp43, que é um
componente antigénico do fungo usado em varios testes sorologicos, ja havia
sido identificada como um receptor de laminina (VICENTINI et al, 1994). Este
grupo mostrou, por andlises de Western blot com extrato livre de células de
P.brasiliensis, que a laminina se liga especificamente a gp43.

Em P.brasiliensis outras adesinas ja foram identificadas. Andreotti et al
(2005), isolaram e caracterizaram uma proteina de 30 kDa que se ligou a
laminina mas ndo a outros componentes da MEC. Proteinas que se ligam a
laminina podem contribuir para a infeccdo por mediarem a adesdo e
manutencdo do fungo nos tecidos. A proteina gliceraldeido 3-fosfato
dehidrogenase (GAPDH), que est4 associada a parede celular, foi identificada
como uma adesina por sua capacidade de se ligar a fibronectina, laminina e
colageno tipo | (BARBOSA et. al, 2006, 2008), assim como a malato sintase,
que também foi localizada na superficie celular e reconhecida como uma
adesina por se ligar a fibronectina e colagenos tipo | e IV (SILVA NETO et. al,
2009).



1.3 Enolase

A enzima enolase (2-fosfo-D-glicerato hidroliase, EC 4.2.1.11) é uma
metaloenzima que catalisa a desidratacdo de 2-fosfo-D-glicerato (PGA) a
fosfoenolpiruvato (PEP) na segunda metade da via glicolitica. Na reacao
reversa, via anabdlica, que ocorre durante a gliconeogénese, a mesma enzima
catalisa a hidratacdo de PEP a PGA. A enolase é uma das enzimas
citoplasmaticas mais abundantemente expressas em muitos organismos
(PANCHOLI, 2001).

Em células de mamiferos, ja foram identificadas trés isoformas de
enolase, a-(ENO1), B-(ENO3) e y-(ENO2). ENO1 é vastamente distribuida em
uma variedade de tecidos, enquanto ENO2 e ENO3 sdo encontradas
exclusivamente nos tecido neuroenddcrino e masculo, respectivamente
(CHANG et al, 2006). Além de sua funcao glicolitica, ENOL1 ja foi encontrada na
superficie de mondcitos e neutréfilos atuando como um receptor de
plasminogénio, implicando num possivel papel na invasao tecidual (REDLITZ et
al, 1995). A enolase ja foi observada em varias doengas uma vez que
anticorpos anti-enolase tém sido encontrados em condi¢cbes autoimunes,
incluindo a doenca inflamatoria de Bowel e o ldpus eritematoso discoide
(YOUSEFI et al, 2000).

Anadlises subtrativas de cDNAs de P.brasiliensis foram realizadas,
através da técnica de RDA (Andlise Diferencial Representacional), durante a
incubacdo de células leveduriformes com componentes da matriz extracelular,
tais como laminina, fibronectina e colageno. A partir dessas analises foi
possivel identificar-se uma proteina, altamente expressa, em todas as
condi¢cBes analisadas, a qual foi identificada como um homadlogo de enolase em
P. brasiliensis. Tais resultados indicam o papel desta proteina na adesédo e
consequentemente na viruléncia do patdgeno P. brasiliensis (NOGUEIRA et al,

2010).



2 OBJETIVOS
Em funcdo do exposto e do potencial papel da proteina na interacao
patogeno-hospedeiro, foram realizadas andlises de interacdo da enolase com

outras moléculas de P. brasiliensis através do sistema de pull-down.

3 MATERIAIS E METODO

Foram realizadas andlises de interacdo da enolase com outras proteinas
de P. brasiliensis através do sistema de pull-down, que consistiu das seguintes
etapas:

3.1) Ligacdo de moléculas da proteina recombinante (obtidas por meio
de clonagem de cDNAs codificantes em vetor pGEX-4-T3 (GE Helthcare) em
resina Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare) e transformadas em bactéria
Escherichia coli linhagem pLYS, com indutor IPTG) a resina Glutathione
Sepharose 4B (GE Helthcare);

3.2) incubacédo do complexo recombinante-resina, durante 180 minutos,
com extrato celular total de leveduras do fungo - para interagdo com proteinas
dele;

3.3) separacao das proteinas por eletroforese unidimensional;

3.4) remocdo manual das proteinas do gel, tratamento com acetonitrila
100% e reducdo com DDT;

3.5) digestdo enziméatica das amostras com tampdo de digestao
contendo tripsina (12,5 ng/uL) (Roche, Molecular Biochemicals) e NH4HCO3
(25 mM);

3.6) andlise dos peptideos resultantes por espectros de massa e
identificagdo por MALDIMS/MS utilizando o aparelho SYNAPT QTOF
(Waters®);

3.7) busca em banco de dados utilizando o software ProteinLynx 2.3
(Waters®).



4 RESULTADOS

Procedeu-se a realizacdo da técnica de pull-down como descrito acima.
A figura 1 mostra o gel resultante da eletroforese unidimensional, com as
proteinas de interesse marcadas em vermelho. Essas proteinas foram

removidas do gel, tratadas e identificadas por espectrometria de massas e

busca em banco de dados, mostrados na tabela 1.

Figura 1: Pull-down da enolase de P. brasiliensis. Coluna 1: Sobrenadante de incubacao

(GST). Coluna 2: GST ligada a resina. Coluna 3: Marcador de massa molecular (Biosystems).



Coluna 4: enolase ligada a resina depois da incubacdo. Coluna 5: Sobrenadante de incubacédo
(enolase).

Tabela 1: identificag&o por espectrometria de massas e busca em banco

de dados das proteinas extraidas de gel unidimensional (figura 1).

PMF MS/MS
Accession Coverage Total Peptides .
number pl Score (96) score score Peptides sequence
0i|146762537 5.67 141 63
0i|295658218 6.36 255 67 71 17 K.RLFGVTTLDVVR.A
29 K.AHNILGGITEQEK.K
o5 K.GIVEPTYIYLSGVDGGEAI
KR.E
0i|295673194 6.12 169 50 49 16 R.DKEAYAINAR.S

12 K.NAYRVETFR.S
22 R.SASSLPDNHEQQLR.C

Tabela 1: identificacdo por espectrometria de massas e busca em banco de dados das
proteinas extraidas de gel unidimensional (figura 1). Linha 1: dados referentes a enolase. Linha
2. dados referentes a malato desidrogenase. Linha 3: dados referentes a glutamato
desidrogenase.

5 Discusséao

Através da técnica de pull-down, algumas proteinas mostraram interacao

com a enolase. Interacdes proteina-proteina estaveis sdo mais faceis de serem



identificadas por métodos fisicos como o pull-down, que, por meio das
interacdes in vitro, contribui para detec¢éo das interacdes proteina-proteina de
uma forma mais direta.

A enzima malato desidrogenase mostrou interacdo com a enolase nesse
ensaio de pull-down. A malato desidrogenase é uma enzima do ciclo do acido
citrico que catalisa a conversdo de malato em oxaloacetato e vice-versa e
também esta envolvida na gliconeogénese, reduzindo o oxaloacetato em
malato.

A enzima glutamato desidrogenase, que também mostrou interacdo com
a enolase nesse ensaio, tem atividade no metabolismo de nitrogénio — ciclo da
uréia -, catalisando a deaminacéo do glutamato a a-cetoglutarato e aménia.

A interacdo das enzimas malato desidrogenase e glutamato
desidrogenase com enolase provavelmente ocorre a nivel citoplasmatico e esta
relacionada com processos metabdlicos essenciais a sobrevivéncia do fungo,
uma vez que ambas participam de vias metabdlicas que envolvem a producao

de metabdlitos essesciais a sobrevivéncia do fungo.

6 Consideracdes finais

Moléculas de superficie de P. brasiliensis que se ligam a receptores
celulares do hospedeiro durante a adeséao e invasdo podem ser interessantes
alvos para o desenvolvimentos de vacinas e terapias anti-fungicas. Sendo
assim, a andlise das interac6es da enolase com outras proteinas constitui uma
importante estratégia no estudo do papel biolégico desta proteina na

patogénese de P. brasiliensis.
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