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RESUMO  

Paracoccidioides brasiliensis é um fungo termodimórfico agente causador da 

paracoccidioidomicosse (PCM), uma micose que afeta 10 milhões de indivíduos na América Latina. A 

infecção é adquirida pela inalação de propágulos aéreos produzidos pela forma miceliana do fungo, os 

quais se convertem à morfologia leveduriforme na temperatura do hospedeiro. P brasiliensis expressa 

in-vivo importantes genes que podem contribuir para a patogênese do fungo. Nós utilizamos a 

tecnologia do antígeno induzido in-vivo (IVIAT) para identificar novos genes de P. brasiliensis que 

podem ser expressos durante o processo de infecção. A técnica IVIAT é uma modificação do 

rastreamento imunológico que evita o uso de modelo animal e permite a identificação de antígenos 

expressos em vários estágios da infecção. Nós utilizamos a estratégia de IVIAT para identificar genes 

possivelmente induzidos in-vivo. Usando esta técnica nós selecionamos proteínas imunogênicas que 

poderiam ser expressas especificamente durante a infecção e não durante o crescimento sob condições 

padrões do laboratório. O soro de onze pacientes com PCM obtidos em Goiânia, foram combinados e, 

em seguida, adsorvidos com extratos de células totais e lisados de células leveduriformes cultivadas 

in-vitro. Esses soros foram utilizados para rastrear proteínas de uma biblioteca de cDNA da fase 

leveduriforme de P. brasiliensis construída no vetor ZAPII. Clones foram obtidos e caracterizados. O 

cDNA que codifica para uma proteína de 174 resíduos de aminoácidos foi caracterizado como 

lumazina sintase (PbLS) de P.brasiliensis (GenBank: DQ081183). Análises comparativas entre a 

PbLS e outros organismos foram feitas. Essa proteína catalisa o penúltimo passo na síntese de 

riboflavina em plantas, fungos e bactérias. Para produzir anticorpos contra a PbLS recombinante, uma 

construção no pGEX-4T-3-LS foi realizada e introduzida dentro das células de Escherichia coli e a 

expressão e purificação da proteína recombinante foi obtida. A análise da reatividade imunológica da 

proteína recombinante mostrou que esta é reconhecida por soros de pacientes com PCM e não é 

reativa com soros de indivíduos controle. Para analisarmos a expressão do gene Pbls nas duas formas 

de P.brasiliensis utilizamos a técnica RT-PCR semiquantitativo. Os transcritos para LS foram 

preferencialmente expressos na forma leveduriforme do fungo. Pneumócitos humanos infectados com 

P.brasiliensis foram utilizados para investigar a expressão dos transcritos num modelo de infecção. O 

gene Pbls foi detectado em células de pneumócitos humanos infectados com células leveduriformes. A 

LS representa um alvo atrativo para o desenvolvimento de drogas contra patógenos, visto que, 

bactérias, fungos e plantas são dependentes da síntese endógena da vitamina B2. Estudos mostram que 

a LS recombinante são fortemente imunogênicos e elucidam resposta immune celular e humoral, 

conferindo proteção em camundongos. Esses dados são muito interessantes e despertam o interesse em 

se estudar essa proteína do fungo P. brasiliensis. 

Palavras chave: Paracoccidioides brasiliensis, virulência, IVIAT, expressão in-vivo, lumazina 

sintase, patogênese. 
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ABSTRACT  

Paracoccidioides brasiliensis is a thermally dimorphic fungus causing 

paracoccidioidomycosis (PCM), a mycosis that affects 10 million individuals in Latin America. The 

infection is acquired by inhaling airborne propagules produced by the fungal mycelium which 

transforms into the pathogenic yeast form, when at the body temperature. P brasiliensis expresses in-

vivo many important virulence genes that may contribute to the overall fungus pathogenesis. We 

utilized in vivo-induced antigen technology (IVIAT) to identify new P. brasiliensis antigens that could 

be expressed during the infection process. IVIAT is a modified immunoscreening that circumvents the 

need for animal models and permits identification of antigens expressed at various stages of infection. 

We used the IVIAT strategy to identify P. brasiliensis genes putatively induced in vivo. Using this 

technique we selected immunogenic proteins which should be expressed specifically during human 

infection and not during growth under standard laboratory conditions. Sera from eleven patients with 

PCM infection obtained in Goiânia were pooled and after that were adsorbed with whole cells and 

lysates of the in vitro cultured yeast phase. These sera were probed to induced proteins from a cDNA 

expression library of the yeast phase of P. brasiliensis constructed in ZAPII. Clones were obtained 

and characterized. Of special note is a cDNA (Pbls) encoding a 174 amino acid residues protein 

characterized as lumazine synthase (PbLS) homologue of P.brasiliensis (GenBank: DQ081183).This 

protein catalyzes the penultimate step in the synthesis of riboflavin in plants, fungi, and 

microrganisms. In order to produce antibodies against the recombinant PbLS the expression construct 

pGEX-4T-3-LS was introduced into Escherichia coli cells and the expression and purification of the 

recombinant protein was obtained. The analysis of the immunological reactivity of the recombinant 

protein showed that this is recognized by sera of patients with PCM and is not reactive with sera of 

control individuals. To analyze the expression of the Pbls gene in the two forms of P.brasiliensis we 

use semiquantitative RT-PCR. The transcripts for LS had been preferentially expressed in the yeast 

form of fungus. Human pneumocytes infected with P.brasiliensis had been used to investigate the 

expression of transcripts in an infection model. The Pbls gene was detected in yeast cells infecting 

human pneumocytes. The lumazine synthase represents an attractive targets for the development of 

drugs against pathogens, since bacteria, fungus and plants are dependent of the endogenous synthesis 

of the B2 vitamin. Studies shown that recombinant lumazine synthase is strongly immunogenic and 

elicits both humoral and cellular immune responses confering protection in mice. Those data make 

very interesting the study of this protein in P. brasiliensis.  

Words key: Paracoccidioides brasiliensis, virulence, IVIAT, expression in-vivo, lumazine synthase, 

pathogenesis 
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I - INTRODUÇÃO  

I.1-Paracoccidioides brasiliensis  

I.1.1-ASPECTOS GERAIS    

O fungo Paracoccidioides brasiliensis, primeiramente descrito por 

ADOLPHO LUTZ em 1908, é o agente etiológico da Paracoccidioidomicose (PCM), uma 

micose sistêmica (FRANCO, 1987, RESTREPO et al., 1990), com áreas endêmicas no 

Brasil, Colômbia e Venezuela, sendo as regiões Sudeste e Centro-Oeste as áreas de maior 

freqüência da micose no Brasil (LACAZ et al., 1982, CAMARGO e FRANCO, 2000). 

P.brasiliensis é um fungo termodimórfico que cresce como levedura nos tecidos infectados ou 

quando cultivado in vitro nas temperaturas de 35ºC a 37ºC. A forma miceliana é encontrada 

em condições saprofíticas no meio ambiente, ou quando cultivada em temperaturas de 18ºC a 

23ºC (BAGAGLI et al., 2006). Micélio e conídios provavelmente crescem saprofitamente no 

solo, na água e em plantas, à temperatura ambiente, e são considerados como as formas 

infectivas do fungo (RESTREPO, 1985; RESTREPO et al., 2001).    

I.1.2-CLASSIFICAÇÃO TAXONÔMICA   

Inicialmente, o fungo P. brasiliensis foi denominado Zymonema brasiliensis 

por SPLENDORE (1912). A comparação deste microrganismo e de Coccidioides immitis, 

levou ALMEIDA (1930) a classificar o fungo no gênero Paracoccidioides e na espécie 

brasiliensis. LACAZ et al. (1991) classificaram o fungo como pertencente ao reino: fungi; 

divisão: eumycota; subdivisão: deuteromycotina; classe: hyphomycetes; ordem: moniliales; 

família: moniliaceae; gênero: Paracoccidioides; espécie: brasiliensis. Posteriormente, 

MARGULIS e SCHARWARTZ (1998) incluíram P. brasiliensis no grupo ascomycota.  

Avanços nas técnicas moleculares têm permitido a caracterização genômica, 

mapeamento genético e biotipagem epidemiológica de espécies de microrganismos, para os 

quais as ferramentas genéticas não são ainda disponíveis (SAN-BLAS et al., 2002), com base, 

principalmente, no RNA ribossomal (rRNA) e seu correspondente DNA ribossomal (rDNA). 

O locus menor do rDNA 5,8S é muito conservado e pode fornecer informações evolucionárias 
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entre organismos distantemente relacionados, enquanto que o locus maior do rDNA é mais 

heterogêneo e apresenta duas subunidades, a subunidade grande (LSU), e a subunidade 

pequena (SSU) que podem fornecer diferenças dentro de uma mesma espécie (JAMES et al., 

1996). 

LECLER et al. (1994) e BIALEK et al. (2000) propuseram a classificação do 

P. brasiliensis como pertencente ao filo Ascomycota, a ordem Onygenales e a família 

Onygenaceae, junto com os as formas teleomórficas de Blastomyces dermatitidis, 

Histoplasma capsulatum e Histoplasma capsulatum var. duboissi, na qual foram comparadas 

seqüências de rDNA da subunidade ribossomal maior entre fungos dermatófitos e dimórficos. 

Posteriormente, esses estudos foram confirmados ao se verificar que o gene codificante para a 

ornitina descarboxilase (ODC) do P. brasiliensis o posiciona próximo ao de Coccidioides 

immitis, um membro da ordem Onygenales (BOWMAN et al., 1996).  

A atual classificação taxonômica do P. brasiliensis é: reino Fungi, filo 

Ascomycota, subdivisão Euascomycotina, classe Plectomyceto, subclasse Euascomycetidae, 

ordem Onygenales, família Onygenaceae, subfamília Onygenaceae Anamórficos, gênero 

Paracoccidioides, espécie única brasiliensis (SAN BLAS et al., 2002).    

I.1.3-MORFOLOGIA  

O fungo cresce lentamente como micélio em temperaturas que variam de 22 a 

27°C (LACAZ, 1994). Macroscopicamente, as colônias de micélio são pequenas, duras, 

irregulares, de coloração creme, freqüentemente aderida ao agar e com micélio aéreo curto 

(BRUMMER et al., 1993). Quando examinadas ao microscópio óptico, são observadas hifas 

finas e septadas, com clamidósporos terminais ou intercalares (FRANCO et al., 1989). Ao 

microscópio eletrônico, as hifas apresentam um envoltório celular constituído de três 

camadas: uma interna, a membrana plasmática; uma camada mais espessa, a parede celular e 

uma externa de aspecto finamente granular, a membrana basal (MINGUETTI et al., 1985). 

As hifas são multinucleadas, com fina cromatina dispersa no nucleoplasma. No citoplasma 

podem ser vistos ribossomos, mitocôndrias esféricas ou alongadas, retículo endoplasmático e 

vacúolos (SAMSONFF et al., 1991). 

As colônias leveduriformes apresentam, macroscopicamente, coloração creme, 

de aspecto cerebriforme, não aderidas ao meio e com crescimento evidente após sete dias de 

incubação a 37°C (CARBONELL e RODRIGUES, 1965). As células leveduriformes 
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apresentam morfologia oval ou alongada, em diferentes tamanhos (4 a 30 m), contendo 

múltiplos núcleos (2 a 5 por células), nucléolo e cromatina evidentes (LACAZ, 1994). O 

citoplasma contém escasso retículo endoplasmático, gotas de lipídios proeminentes, 

ribossomos e mitocôndrias, que são reduzidas com a idade e pela vacuolização citoplasmática 

(BRUMMER et al., 1993). Sua parede celular é birrefringente com blastoconídios simples ou 

múltiplos gerados por germinação, conferindo ao fungo a característica primordial em sua 

identificação, o aspecto de roda de leme (FURTADO et al., 1967; ANGULO-ORTEGA e 

POLLAK, 1971; LACAZ et al., 1991). 

O aspecto morfológico do fungo também foi descrito nos tecidos do 

hospedeiro, onde foi possível observar-se que durante a infecção ativa, as lesões contêm um 

elevado número de leveduras, sendo que destas, 24 

 

33% apresentam múltiplos brotamentos. 

A maioria das células leveduriformes que são coletadas de tecidos calcificados, observados 

em pacientes que desenvolveram infecção crônica, apresentam parede celular lesada, 

contornos irregulares, brotamentos escassos e células menores que as usuais (RESTREPO, 

2000).  

Importantes diferenças nos aspectos ultraestruturais das duas formas foram 

reveladas por MINGUETTI et al. (1985) através de análises por microscopia eletrônica. A 

membrana plasmática é de fácil identificação na fase leveduriforme, enquanto que a 

membrana basal estrutura facilmente identificável na fase filamentosa, aparentemente não 

ocorre. A parede celular é pouco eletrodensa e não apresenta aspecto laminado tal como 

observado na fase filamentosa. Alguns isolados quando cultivados sob condições nutricionais 

adversas dão origem a vários tipos de propágulos, como conídios e clamidósporos 

(BUSTAMANTE SIMON et al., 1985; RESTREPO, 1988).    

I.1.4 - HABITAT E CICLO BIOLÓGICO DO FUNGO P.brasiliensis  

O local exato e as condições onde o fungo ocorre na natureza ainda são 

indeterminados (MONTENEGRO et alii., 1996; RESTREPO et al., 2001; BAGAGLI et 

al., 2006).  A determinação do habitat para alguns agentes infecciosos facilita a compreensão 

de sua patofisiologia. Vários esforços têm sido feito para tentar se elucidar o habitat do P. 

brasiliensis, porém o que se sabe é o fungo é capaz de sobreviver no solo (MEDINA e 

BODZIAK, 1949) e em vegetais (LACAZ, 1949). A frequência de infecção por P. 

brasiliensis em tatus Dasypus novemcinctus é alta e o fungo já foi isolado em 75-100% dos 
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animais capturados nas áreas endêmicas de PCM (BAGAGLI et al., 1998, 2003; 

RESTREPO et al., 2000). Estudos ecológicos e epidemiológicos têm mostrado que a PCM 

tem uma distribuição ampla. Diversos autores têm relatado as características do 

microambiente onde a PCM é endêmica o que inclui temperaturas entre 17 e 24ºC, ventos, 

precipitação média anual de 500 a 2500 mm; proximidades de cursos d água, lodo fértil e 

solos ácidos (RESTREPO et al., 1985; MONTENEGRO et al., 1994;  CHIRIF et al., 

1965; NEGRONI et al., 1966; BOPP et al., 1967; BORELLI et al., 1972; MARQUES et 

al., 1983). O fungo já foi isolado do solo no Brasil (SHOME e BATISTA, 1963), na 

Argentina (NEGRONI, 1966) e na Venezuela (ALBORNOZ, 1971); também foi isolado de 

ração de cães, provavelmente contaminada com solo (FERREIRA et al., 1990); do trato 

intestinal de morcego, Artibeus lituratus (GROSE e TRAMSITT, 1965); de fezes de 

Pinguin, Pygoscelis adeliae (GEZUELE, 1989); de macaco, Saimir sciureus (JOHNSON e 

LANG, 1977). 

O índice de exposição ao fungo é maior em locais que já sofreram 

modificações ambientais (MANGIATERRA et al., 1999), que possuem altitude elevada, 

clima frio, chuvas abundantes, vegetação rica e economia baseada principalmente na 

agricultura e pecuária (PEDROSA, 1976; BLOTTA et al., 1999). Os locais que reúnem 

todas estas características são chamados de reservaria , ou seja, são áreas que apresentam 

todos os fatores que contribuem para o desenvolvimento do fungo em seu habitat natural 

(BORELLI, 1964; RESTREPO-MORENO, 1994). 

Segundo FORJAZ (1989), as regiões tropicais do Brasil, no verão, possuem 

um clima quente, com chuvas abundantes e solos ricos em materiais orgânicos que fornecem 

nutrientes para o fungo se desenvolver na forma leveduriforme. Com a chegada do outono, a 

temperatura cai e os nutrientes do solo ficam escassos, fatores que favorecem a transformação 

das leveduras em hifas. Durante os meses de inverno, a umidade é restrita e faltam nutrientes 

apropriados para o desenvolvimento do fungo, forçando a produção de conídios e 

blastoconídios. Na primavera, as chuvas recomeçam e o solo é preparado para agricultura. Os 

conídios são liberados e formam aerossóis que são facilmente inalados pelo homem. A 

inalação de propágulos pelo homem encerra o ciclo de vida saprófita do fungo que após 

instalar-se nos pulmões do hospedeiro, converte-se para a forma leveduriforme, iniciando a 

infecção (FRANCO, 1987).  As formas micelianas que permanecem no solo continuam o 

ciclo de vida, transformam-se novamente em leveduras devido ao clima quente do verão, 

época com chuvas abundantes e solo ricos em nutrientes (FORJAZ et al., 1992). 
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CONTI DIAZ e RILLA (1989) sugerem que a sobrevivência do fungo na 

natureza dependa da presença de espécies heterotérmicas servindo como reservatório do 

fungo até que o ciclo biológico se complete. Possivelmente, pássaros se alimentariam de 

reservatórios infectados com conídios e/ou propágulos do fungo, sendo que, a temperatura 

corporal manteria a forma leveduriforme de P. brasiliensis. O fungo retornaria a natureza por 

regurgitação e fezes desses pássaros que seriam depositadas em árvores, ninhos e água, onde 

as leveduras se diferenciariam na forma miceliana, esporulativa. A presença do homem e de 

outros animais manteria o ciclo biológico do fungo. BAGAGLI et al. (1998; 2003; 2006) 

demonstraram que tatus podem apresentar infecção natural, sendo, portanto, hospedeiros 

silvestres do fungo e não transmissores da doença para o homem (RIVITTI e AOKI, 1999).     

I.1.5 

 

A DOENÇA PARACOCCIDIOIDOMICOSE  

I. 1.5.1.- PATOGENIA  

A patogenia do fungo P. brasiliensis ainda não foi precisamente definida. O 

fungo infecta hospedeiros humanos usualmente através das vias respiratórias, por inalação de 

propágulos do micélio, como artroconídeos (BAGAGLI et al., 2006). A primeira interação 

parasita-hospedeiro ocorre nos alvéolos pulmonares. A capacidade invasiva do fungo depende 

da sua capacidade de adaptar às mudanças de temperatura e se defender do ataque das células 

de defesa do hospedeiro (CAMARGO et al., 2000). Quando o parasita atinge o organismo do 

hospedeiro ele pode ser imediatamente destruído ou converter-se em leveduras nos pulmões e 

disseminar-se através das vias hematogênica e linfática (SAN-BLAS, 1993; CAMARGO et 

al., 2000). A possibilidade de infecção inter-humana parece não ocorrer (BARBOSA e 

DAHER 1991). Fatores relacionados à resistência ou susceptibilidade em humanos ainda são 

desconhecidos (DINIZ et al., 2004). 

A PCM está dividida em três grupos principais: a infecção assintomática 

observada em indivíduos saudáveis que vivem em áreas endêmicas e apresentam teste de 

hipersensibilidade tardio, e duas formas clínicas da doença, denominadas forma aguda ou 

subaguda (tipo juvenil), e crônica (tipo adulto), que pode ser uni ou multifocal dependendo da 

evolução e da localização das lesões (MAMONI et al., 2005).  
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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 

(BRUMMER et al., 1993). A 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 e MELO 1983; BRUMMER et al., 

1993).  

A forma crônica ou adulta ocorre em mais de 90% dos casos, acometendo, na 

maioria dos casos, homens adultos. Ao contrário da forma aguda, o quadro clínico 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 constatam o envolvimento de órgãos como pele, mucosas das vias aéreas 

superiores, tubo digestivo e linfonodos (forma multifocal) (FRANCO et al., 1989; 

LONDERO, 1986; RESTREPO et al., 1976). As lesões pulmonares são nodulares, 

infiltrativas ou fibróticas; verifica-se comprometimento bilateral e localização das lesões nas 

porções central e baixa do pulmão, com o ápice livre da doença (CAMPOS et al., 1991; 

LONDERO, 1996; LONDERO e RAMOS, 1990; PATIÑO et al., 1987; RESTREPO et 

al., 1976). Os sintomas são heterogêneos e frequentemente, ocorrem lesões nas mucosas orais 

e nasais, pele, gânglios linfáticos e adrenais. Menos freqüentemente, pode ocorrer 

envolvimento ocular, comprometimento dos sistemas nervoso e vascular, destruição óssea. O 

envolvimento da glândula tireóide também é raro (ÂNGULO-ORTEGA & POLLAK, 1971; 

FRANCO et al., 1989; LONDERO et al., 1990; RESTREPO et al., 1978; TENDRICH et 

al., 1991).   

I. 1.5.2 - RESPOSTA IMUNE NA PCM  

Diversos estudos têm mostrado que formas benignas da PCM estão associadas 

com a produção de baixos títulos de anticorpos e reação positiva para teste de 

hipersensibilidade tardia. Nas formas severas disseminadas observam-se altos títulos de 

anticorpos e anergia (ausência de reação) para o teste de hipersensibilidade tardio 
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(BERNARD et al., 2001).  Embora os anticorpos possam aumentar a opzonização do fungo e 

a atividade fagocitária das células, os imunocomplexos formados e os anticorpos provocam 

uma diminuição da resposta imune celular específica, a qual constitui a principal linha de 

defesa contra PCM (BRUMMER et al., 1993; CAMARGO et al., 2000). 

Tem-se mostrado que a susceptibilidade à doença está relacionada com a 

ativação das células T auxiliares tipo 2 (Ta-2), enquanto que a resistência está relacionada 

com a predominância de resposta T auxiliares tipo 1(Ta-1) (MURPHY et al., 1998) com 

formação de granulomas e produção de óxido nítrico (CALICH et al., 1998). Em análises 

comparativas do perfil de citocinas entre pacientes com forma branda da PCM, verifica-se 

que, nos pacientes com disseminação da doença há produção de altos títulos de citocinas Ta-2 

(interleucina 4[IL-4], IL-5 e IL-10, fator de crescimento transformador  1[TGF- 1], 

anticorpos (Imunoglobulinas E [IgE], IgG4 e IgA), além de eosinofilia e deficiência de 

interferon 

 

(IFN- ). Ao contrário, indivíduos com infecção assintomática, que vivem nas 

áreas endêmicas, apresentam um padrão de citocinas Ta-1 com produção de INF-

 

e TNF-

 

e 

níveis basais de IL-4, IL-5 e IL-10 (OLIVEIRA et al., 2002). O desenvolvimento da resposta 

se Ta-1 ou Ta-2, irá depender das citocinas presentes no microambiente, e os fatores 

interferentes são dose do antígeno, células apresentadoras de antígeno, moléculas co-

estimulatórias, virulência do patógeno, alcoolismo, desnutrição e fumantes de tabaco 

(FERREIRA et al., 2004; MARTINEZ et al., 1992; DOS SANTOS et al., 2003).  

Os macrófagos também exercem papel fundamental na resistência à PCM. 

Quando ativados pela citocina IFN-  os macrófagos produzem óxido nítrico impedindo que os 

conídios fagocitados transformem-se em levedura (BOCCA et al., 1998; GONZÁLES et al., 

2000). Além disso, o IFN-

 

também é capaz de estimular os macrófagos a secretarem TNF-

 

que é necessário para a persistência de granulomas formados e controle da infecção (SOUTO 

et al., 2000). Recentes estudos indicam que o IFN-

 

e o TNF-

 

são negativamente regulados 

pela prostraglandina que é secretada pelas células em resposta ao patógeno, podendo estar 

envolvida na supressão das células T (SOARES et al., 2001).  

Alguns modelos animais têm sido utilizados na tentativa de se entender a 

resposta imune na PCM. CANO et al. (1995) desenvolveram um modelo de PCM em 

murinos e mostraram uma associação entre a resposta Ta-1 com ativação de macrófagos e 

ausência de disseminação da doença.  

MAMONI et al. (2005) estudaram e compararam o perfil de citocinas entre 

indivíduos com a infecção assintomática e indivíduos com PCM nas formas adulta e juvenil. 
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Nesse estudo, verificaram que indivíduos com infecção assintomática tinham alta expressão 

de citocinas Ta-1, enquanto que os pacientes com a forma juvenil mostraram altos níveis de 

expressão de citocinas Ta-2. Na forma adulta um perfil de citocinas Ta-1 e Ta-2 foi 

encontrado, o que confirma o padrão heterogêneo da doença.   

I. 1.5.3 - ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS DA PCM  

A PCM apresenta distribuição geográfica restrita a países da América Latina, 

onde um grande número de habitantes é acometido (LACAZ et al., 1991; BRUMMER et al., 

1993). A PCM é endêmica do México à Argentina, com um grande número de ocorrências no 

Brasil, Venezuela e Colômbia (RESTREPO et al., 1985). A dificuldade em se calcular a 

prevalência da doença deu-se ao fato de a PCM não ser uma doença notificável (RESTREPO 

et al., 1985). No Brasil, a doença representa a oitava causa de morte entre as doenças 

infecciosas e parasitárias (COUTINHO et al., 2002), sendo o país considerado o maior centro 

endêmico desta micose. Nas cidades de maior prevalência, os casos não são distribuídos 

homogeneamente pelo território, tendendo a se concentrar ao redor das florestas úmidas 

(RESTREPO, 1985). Alguns casos autóctones já foram diagnosticados na Europa, nos 

Estados Unidos e na Ásia (JOSEPH et al., 1966; CHIKAMORI et al., 1984; AJELLO e 

POLONELLI, 1985), o que tem possibilitado se verificar a duração do período assintomático 

da PCM, que variou entre 5 meses a 60 anos, com uma estimativa média de 14 anos (MANNS 

et al., 1996). O longo período de latência, característico da PCM, impede a determinação 

precisa do sítio onde a infecção foi adquirida (BORELLI, 1972).  

A PCM atinge principalmente trabalhadores rurais, do sexo masculino, adultos, 

com idade entre 30 e 60 anos (SVIDZINKI et al., 1999; VILLAR et al., 2000). Durante a 

infância a doença acomete ambos os sexos com igual intensidade fortalecendo a hipótese de 

que os fatores hormonais possam desempenhar papel na patogênese da doença (MARTINEZ, 

1997; RESTREPO et al., 1984; CLEMONS e STEVENS, 1990; SANO et al., 1999).    

I.1.6 - ANTÍGENOS DE P. brasiliensis  
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O fungo P.brasiliensis, assim como outros fungos dimórficos, produzem in-

vivo moléculas que induzem a resposta imune do hospedeiro, podendo ser expressas durante a 

infecção. Muitas dessas moléculas podem ser reconhecidas por anticorpos produzidos por 

pacientes humanos ou em animais imunizados em laboratório. Assim, varios antígenos desse 

fungo já foram identificados (PUCCIA et alii., 1986; CASOTTO, 1990; FIGUEROA et 

alii., 1994; FONSECA ET alii., 2001), porém poucos foram purificados e caracterizados. 

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

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

antígenos de filtrado de cultura (exocelulares) (YARZÁBAL 1982; RESTREPO et al., 

1983; RESTREPO et al., 1984; SAN-BLAS e SAN-BLAS 1989; FAVA-NETTO 1990). 

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 molécula antigênica 

mais estudada é uma glicoproteína que contém uma simples cadeia de oligossacarídeo 

(ALMEIDA et al., 1996), apresenta massa molecular de 43 kDa (gp43) e tem sido 

considerada o principal componente antigênico P. brasiliensis (DE MATTOS et al., 2003 ). 

Após a purificação da gp43 (PUCCIA et al., 1991) a glicoproteína tem sido utilizada no 

imunodiagnóstico da PCM (TABORDA et al., 1993). A clonagem e a caracterização do gene 

codificante para gp43 mostrou que sua seqüência de aminoácidos apresenta 56-58% de 

similaridade à exo-1,3- -D-glucanase de Saccharomyces cerevisiae e de Candida albicans, 

respectivamente (CISALPINO et al., 1996). A gp43 de P. brasiliensis está relacionada com o 

processo de ligação do fungo à laminina na superfície das células do hospedeiro, sugerindo o 

envolvimento desta molécula no processo de adesão e na patogênese do fungo (VICENTINI 

et al., 1994). Foi identificado ao longo da molécula de gp43 um epítopo para células T, 

designado P10, o qual protegeu ratos contra infecção experimental por P.brasiliensis 

(TABORDA et al., 1998). PINTO et al. (2000) descreveram o emprego do gene da gp43 

para produção de vacinas de DNA contra PCM murina experimental. Os animais imunizados 

tiveram uma indução específica e de longa duração nas respostas imunes humoral e celular.  

O segundo antígeno de P. brasiliensis a ser clonado e caracterizado codifica 

uma proteína de 27 kDa (p27) e não apresenta homologia significativa com outras seqüências 

já descritas (MCEWEN et al., 1996 e ORTIZ et al., 1998). Uma outra glicoproteína 

expressa pelo fungo P. brasiliensis e de localização intracelular é a gp70; que é reconhecida 

por 96% dos soros de pacientes com PCM, estando também presente na urina de pacientes 

exibindo a forma aguda da PCM (SALINA et al., 1998).  DE MATTOS GROSSO et al. 
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(2003) extraíram, purificaram e produziram anticorpo contra a gp70 de células leveduriformes 

do P. brasiliensis. A gp70 tem localização predominantemente intracelular e apresenta apenas 

uma isoforma com pI de 3.4. Como a gp43, a gp70 liga-se a receptores de manose na 

membrana de macrófagos, induzindo decréscimo na liberação de óxido nítrico e de peróxido 

de hidrogênio, contribuindo para a propagação do fungo nos tecidos do hospedeiro e 

estabelecendo a infecção. Ao contrário da gp43, a gp70 inibe a atividade fagocitíca dos 

macrófagos também através de receptores Fc (POPI et al., 2002). A imunização passiva de 

camundongos com anticorpos monoclonais contra a gp70, acompanhada pela infecção com P. 

brasiliensis, aboliu completamente a formação de granulomas nos pulmões e o progresso da 

doença (DE MATTOS GROSSO et al., 2003). 

Um antígeno de 87 kDa de P. brasiliensis pode ser detectado em soros de 

pacientes com as formas aguda unifocal e multifocal da PCM (GÓMEZ et al., 1998). O 

antígeno é caracterizado como pertencente à família das proteínas de choque térmico (HSP) 

(DÍEZ et al., 2002). DÍEZ et al. (2003) utilizaram uma combinação desse antígeno de 87 kDa 

e da p27 para o diagnóstico e acompanhamento de pacientes com PCM. Foram observados 

que o uso combinado desses dois antígenos aumenta a sensibilidade e especificidade de 

reconhecimento de soros de pacientes com PCM, em relação ao seu uso separadamente. 

DINIZ et al. (2004) avaliaram o efeito protetor de antígenos do P. brasiliensis 

fracionados por FPLC (Fast protein liquid chromatography). Os antígenos fracionados (F0, 

FII e FIII) foram inoculados em camundongos BALB/C que, posteriormente, foram 

infectados com células leveduriformes de P. brasiliensis. A imunização dos camundongos 

com as frações F0 e FII, antígenos predominantemente localizados na superfície celular do 

fungo provocaram uma resposta imune celular e humoral capaz de proteger os animais contra 

a PCM.  

Utilizando combinações de soros de pacientes com diferentes formas clínicas 

da PCM e preparações de antígenos extracelulares (Mexo) de células leveduriformes de 

P.brasiliensis, REIS et al., 2005 identificaram uma proteína do P.brasiliensis com massa 

molecular de 28 kDa. Essa proteína foi purificada e a seqüência N-terminal obtida. A 

comparação da seqüência de aminoácidos com seqüências presentes em banco de dados não 

evidenciou qualquer homólogo, sugerindo uma proteína específica de P. brasiliensis. Cento e 

quarenta amostras de soros de pacientes com PCM foram analisadas com a proteína 

recombinante através Western blotting, tendo 100% de sensibilidade e especificidade nas 

reações de soros de pacientes com PCM não tratados. Ao contrário, foi observada uma 

ausência de reatividade após dois dias de tratamento, sugerindo ser a proteína de 28 kDa um 
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antígeno específico da infecção ativa, podendo ser usado como uma alternativa para o 

diagnóstico e monitoramento do tratamento de pacientes com PCM.  

O laboratório de Biologia Molecular, UFG, tem investigado e caracterizado 

novos antígenos de P.brasiliensis. Dessa forma, SALEM-IZACC et al. (2001), clonaram, 

caracterizaram e expressaram, em nosso laboratório, o gene codificante para a proteína 

mitocondrial HSP60 do fungo P. brasiliensis.  Posteriormente, a proteína recombinante 

HSP60 foi purificada, em nosso laboratório, por CUNHA et al. (2002), e testada com um total 

de 75 amostras de soros humanos através de Immunoblotting. Os resultados obtidos indicaram 

que a mesma apresenta alta sensibilidade e especificidade, 97,3 e 92,5% respectivamente, 

sugerindo que a HSP60 purificada possa ser usada tanto isolada como em associação com 

outros antígenos no diagnóstico da PCM. COSTA et al., (2002) caracterizaram a seqüência 

de um gene que codifica uma proteína imunoreativa de P.brasiliensis, que apresenta 

identidade com seqüências de manosiltransferases de outros fungos. A proteína recombinante 

foi testada reagindo com soros de pacientes com PCM.  

Através das técnicas de eletroforese bidimensional e immunoblotting 

FONSECA et al. (2001) identificaram, em nosso laboratório, determinantes antigênicos de P. 

brasiliensis, utilizando combinações de soros de pacientes com diferentes manifestações 

clínicas da PCM. Os antígenos de P. brasiliensis caracterizados apresentaram homologia com 

as proteínas catalase (61 kDa), gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (36 kDa), triose fosfato 

isomerase (29 kDa), malato desidrogenase (34 kDa) e frutose bifosfato aldolase (39 kDa). A 

proteína de 61 kDa identificada como catalase, com possível localização peroxissomal, foi 

clonada e caracterizada por MOREIRA et al. (2004). Os níveis de transcritos e da proteína 

mostraram que a catalase é diferencialmente expressa nas formas micélio e levedura.  

Com relação à proteína com massa molecular de 29 kDa, codificante para 

triose fosfato isomerase (TPI), o cDNA foi clonado e caracterizado por PEREIRA et al. 

(2004), bem como a molécula recombinante foi obtida. A TPI recombinante purificada 

mostrou forte reatividade com soros de pacientes com PCM e não reagiu com soros de 

indivíduos controle. CARNEIRO et al. (2004) clonaram e caracterizaram dois cDNAs 

codificantes para distintas isoformas frutose bifosfato aldolase (FBA1 e FBA2). Experimentos 

de análise de expressão gênica demostraram variações nos perfis entre Pbfba1 e Pbfba2, 

sendo que a Pbfba1 é mais expressa nas células leveduriformes, enquanto que a Pbfba2 foi 

detectada apenas na forma miceliana. Os autores sugerem que a Pbfba2 possa estar envolvida 

na adesão do fungo à matriz extracelular do hospedeiro durante o estágio inicial da infecção.  
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A seqüência codificante para o antígeno de 36 kDa foi clonada e caracterizada 

em nosso laboratório por BARBOSA et al. (2004). A seqüência deduzida de aminoácidos 

apresentou identidade de 88% e similaridade de 93% com gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase (GAPDH) de Histoplasma capsulatum. Análises dos transcritos demonstraram 

que a GAPDH é mais abundante na fase leveduriforme do fungo do que na fase miceliana. 

BARBOSA et al. (2006) descreveram que a GAPDH do P.brasiliensis está relacionada com a 

capacidade do fungo de ligar-se a componentes da matriz extracelular do hospedeiro, bem 

como a adesão e internalização do fungo por pneumócitos. Os dados informam que a GAPDH 

possa mediar a ligação do fungo à fibronectina, colágeno tipo I e laminina, contribuindo para 

a adesão e internalização do P.brasiliensis a tecidos do hospedeiro, disseminando a infecção. 

A formamidade (FMD) é uma molécula potencialmente relacionada com a 

interação patógeno-hospedeiro e que foi caracterizada em nosso laboratorio por BORGES et 

al. (2005). A FMD de P. brasiliensis foi isolada através de sistema de focalização isoelétrica. 

A proteína purificada mostrou forte reação com soros de pacientes com PCM e não reagiu 

com soros de indivíduos controle, tornando-se um antígeno potencial no sorodiagnóstico da 

PCM.   

I.1.7 - DIAGNÓSTICO DA PCM  

O diagnóstico conclusivo da PCM tem sido tradicionalmente realizado através 

da identificação microscópica das formas leveduriformes de P. brasiliensis presentes em 

lesões de pacientes. Entretanto, quando as leveduras apresentam um tamanho pequeno, estas 

podem ser facilmente confundidas com outros fungos (LACAZ, 1994). Outra forma de se 

diagnosticar a PCM é através de métodos sorológicos, como por exemplo, fixação do 

complemento, imunodifusão e ensaios imunoenzimáticos (CAMARGO et al., 1984; CANO 

e RESTREPO, 1987; TABORDA e CAMARGO, 1994; ORTIZ et al., 1997). O antígeno 

de P. brasiliensis mais utilizado no imunodiagnóstico da PCM é a gp43; entretanto esta 

glicoproteína comumente apresenta reação cruzada com histoplasmose (PUCCIA e 

TRAVASSOS, 1991) e Doença de Jorge Lobo (CAMARGO et al., 1998). Os pacientes que 

se encontram imunocomprometidos não são capazes de produzir níveis de anticorpos 

suficientes para serem detectados por testes imunológicos, e além do mais, a gp43 pode 

desaparecer da circulação durante tratamento (MENDES-GIANINNI et al., 1989), podendo 

gerar alguns resultados falso - negativos (DEL NEGRO et al., 1995). O gene que codifica a 
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gp43 apresenta polimorfismos (MORAIS et al., 2000), o que pode levar à variabilidade desta 

glicoproteína em diferentes isolados de P. brasiliensis (SAN-BLAS e NIÑO-VEGA, 2001), 

dificultando assim o diagnóstico da micose.  

Alguns métodos para diagnóstico a partir da detecção de antígenos de P. 

brasiliensis em fluidos corporais vêm sendo testados (MENDES-GIANNINI et al., 1989; 

FREITAS e ROQUE-BARRERA, 1992; SALINS et al., 1998). GÓMEZ et al. (1997) 

descreveram um ensaio imunoenzimático utilizando um anticorpo monoclonal específico 

(MAb) que é capaz de reconhecer o antígeno de 87-kDa em soros de pacientes com PCM 

(GÓMEZ et al., 1997; GÓMEZ et al., 1998). Esta metodologia foi utilizada no diagnóstico 

precoce desta micose e especialmente em soro de pacientes imunodeprimidos, apresentando 

80,4% de sensibilidade e 81,4% de especificidade.  

Para melhorar a especificidade os testes de ELISA (Enzyme-liked 

Immunosorbent Assay) para diagnóstico da PCM, ALBUQUERQUE et al., (2005) trataram 

os soros de pacientes com PCM de várias maneiras, tais como metaperiodato de sódio e 

adsorção do soro de pacientes com antígenos de H. capsulatum e de C. albicans. O objetivo 

foi eliminar epítopos de carboidratos da gp43 que causa reações cruzadas com outras micoses. 

Os autores descreveram que esse método utilizado resultou numa especificidade de 84% para 

os soros de indivíduos com PCM, pelo método de ELISA.  

Métodos moleculares estão sendo usados para identificar e distinguir diferentes 

espécies de fungos, sem a necessidade de cultivo. A técnica é rápida, altamente específica e 

sensível (ATKINS et al., 2004). Diversas seqüências de DNA que apresentam um potencial 

papel no diagnóstico da PCM estão sendo pesquisadas (GOLDANI et al., 1995; HAYNES et 

al., 1995; GOMES et al., 2000) para serem utilizadas em diagnósticos moleculares como 

PCR e Southern blot. Este tipo de diagnóstico é importante, pois é capaz de detectar o DNA 

do fungo em indivíduos que apresentam reações sorológicas negativas e baixa presença de 

antígenos ou anticorpos, facilitando assim, a determinação do melhor tipo de terapia para o 

paciente. MOTOYA et al., (2000) utilizaram para identificação molecular de P. brasiliensis, 

por PCR, oligonucleotídeos baseados nos genes do rDNA 5,8 S e 28 S de P. brasiliensis, 

isolado Pb 01. Este sistema é capaz de detectar o DNA do fungo proveniente de diferentes 

isolados. GOMES et al., (2000) desenvolveram oligonucleotídeos capazes de detectar DNA 

de P. brasiliensis, via PCR, em espécimes clínicas. Para isso, os oligonucleotídeos utilizados 

foram construídos baseados na seqüência do gene que codifica para o antígeno gp43. Os 

mesmos, não são capazes de amplificar DNA de outros agentes causadores de micoses 

sistêmicas e oportunistas, como histoplasmose, criptococose e candidíase. SAN-BLAS et al., 
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(2005) utilizando oligonucleotídeos específicos dos genes a todos os isolados de P. 

brasiliensis, relataram que foi possível amplificar dois fragmentos de 0,72 kb e de 0,83 kb. Os 

oligonucleotídeos foram utilizados com outros fungos e não mostraram nenhum sinal de 

amplificação, indicando que são específicos do P. brasiliensis. Nesse estudo, os autores foram 

capazes de identificar o DNA do P. brasiliensis em isolados de escarro e no líquido 

cerebroespinhal (CSF) de pacientes com PCM.   
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I.2-LUMAZINA SINTASE  

I.2.1-CONCEITOS E FUNÇÕES  

A riboflavina (vitamina B2) é o precursor da flavina mononucleotídeo (FMN) e 

da flavina adenina dinucleotídeo (FAD). Ambas as coenzimas são essenciais nos processos de 

transferência de elétrons para transmissão de energia em todos os organismos celulares vivos 

(ZHANG et al., 2003). A formação do FAD depende da utilização seqüencial de duas 

moléculas de ATP nas reações que envolvem a fosforilação da riboflavina para formar o FMN 

pela riboflavina quinase e, então, a adenilação do FMN para formar a FAD (BAUER et al., 

2003). 

A via biossintética da síntese de riboflavina (Figura A) tem sido muito 

estudada. O penúltimo passo na biossíntese da riboflavina é mediado pela Lumazina sintase 

(LS) que facilita a condensação de uma molécula de 5-amino-6-(D-ribitilamino)-2,4(1H,3H)-

pirimidinediona (ARAPD) com duas moléculas de 3,4-dihidroxi-2-butanona-4-fosfato 

(DHBP), produzindo uma molécula de lumazina e ortofosfato (KIS et al., 1995). Duas 

moléculas de lumazina sofrem uma dismutação (oxidação e redução concomitantes) para 

produzir a riboflavina e ARAPD, reação terminal catalisada pela riboflavina sintase (RS). 

Num reciclamento natural, a ARAPD produzida servirá como substrato para a LS iniciar um 

novo ciclo de reação (PLAUT et al., 1970). A LS (E.C. 2.5.1.9) é uma enzima pertencente à 

família dimetil ribitil lumazina sintase (DMRL SYNTHASE) 

(www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/). Esta família inclui uma subfamília de distantes proteínas 

de arqueobactérias que podem ter a mesma função.   

http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/
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Figura A - Reação na biossíntese da riboflavina. A lumazina sintase catalisa a condensação do 5-amino-6-(D-

ribitilamino)-2,4(1H,3H)-pirimidinediona (substrato 1) com o 3,4-dihidroxi-2-butanona 4-fosfato 

sintase(substrato 2) eliminando uma molécula de ortofosfato e produzindo o composto lumazina (3). A 

riboflavina sintase provoca uma oxidação e redução da lumazina produzindo a riboflavina (composto 4) e o 

substrato 1(MORTL et al.,. 1996).   

I.2.2-CARACTERÍSTICAS ESTRUTURAIS  

Todas as enzimas LS estruturalmente estudadas pertencem à família de 

proteínas / , apresentando uma topologia / / . A estrutura secundária do monômero da LS 

consiste de uma repetição central de quatro motivos /

 

num arranjo de quatro cadeias de 

folha-

 

paralelas ( 2 1 3 2 4 3 5 4 5), flanqueadas pelas hélices 1, 4 e 5 de um 

lado e as hélices 2 e 3 no outro lado (MORGUNOVA et al., 2005).  

A enzima LS de nove espécies diferentes foram estudadas por cristalografia de 

raios-x. Enzimas dos fungos Magnaporthe grisea, Schizosaccharomyces pombe e S.cerevisiae 

e da bactéria Mycobacterium tuberculosis apresentam uma estrutura quaternária como 

pentâmero, enquanto que, em Bacillus subtilis, Escherichia coli, Aquifex aeolicus e na planta 
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Spinach oleracea formam um capsídeo icosaédrico, descrito como dodecâmero de pentâmero 

(KLINKE et. al., 2005). A LS de Brucella abortus é montada como um dímero estável de 

pentâmeros, representando uma terceira categoria de estrutura quaternária (ZYLBERMAN et 

al., 2004). KIS et al. (1995) descreveram que o capsídeo icosaédrico do B.subtilis é formado 

pelo complexo de 60 subunidades de LS com 3 subunidades de riboflavina sintase (RS).  

Cada unidade do pentâmero é formada pela interação entre as hélices 3, 

cadeia 

 

e hélice 5 de uma subunidade de monômero com as hélices 3, 2 e cadeia 

 

da 

subunidade do monômero adjacente. Nas LS icosaédricas as hélices 1 e 4 de um pentâmero 

conectam com as hélices 1 e 4 do pentâmero adjacente, formando o capsídeo (ZHANG et 

al, 2001). O laço que conecta as hélices 4 e 5 estabelece múltiplos contatos com as hélices 

1 e 4 da subunidade adjacente.  

Apesar de apresentar diferentes estruturas quaternárias, a LS é formada pela 

mesma unidade estrutural monomérica. Nas LS icosaédricas e em B.subtilis, os onze 

primeiros resíduos N-terminal de cada monômero formam a quinta cadeia, que é a fita 1 da 

folha-

 

da subunidade adjacente. As duas últimas hélices 4 e 5 estão separadas por um 

curto grampo num ângulo de 50º, sendo este grampo estabilizado por pontes de hidrogênio 

(PERSSON et.al., 1999). 

Independente da estrutura quaternária, os sítios ativos de todas as LS 

estruturalmente caracterizadas estão invariavelmente, localizados na interface entre duas 

subunidades adjacentes de monômero e esta topologia é bem conservada. Portanto, a 

formação do pentâmero é essencial para a atividade catalítica da enzima (KOCH et al., 2004).   

I.2.2.1-COMPARAÇÃO ENTRE ESTRUTURAS TRIDIMENSIONAIS DE 

DIFERENTES LS  

A comparação da estrutura tridimensional de diferentes LS revelam 

determinantes que previnem a formação do capsídeo em fungos, leveduras e em 

M.tuberculosis. O primeiro sinal é a inserção de resíduo prolina na região N-terminal, a qual 

impede a interação entre a cadeia N-terminal e a folha-

 

da subunidade adjacente, resultando 

numa orientação diferente da fita 1 (ZYLBERMAN et al., 2004). Na LS de M.grisea a 

inserção dos resíduos prolina 8(Pro) e glutamina 9 (Gln) são responsáveis pela incapacidade 

de se formar capsídeo (PERSSON et.al., 1999). Uma segunda causa que justifica a falha na 
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montagem do capsídeo é a inserção de resíduos de aminoácidos no grampo que conecta as 

hélices 4 e 5 entre dois pentâmeros. A enzima LS icosaédrica apresenta motivos altamente 

conservados (G[T/G]K[A/H]GN), responsáveis pela ligação entre 4 e 5 e que estão 

envolvidos no contato entre pentâmeros (MORGUNOVA et al, 2005). Ao contrário, a LS de 

S.cerevisiae tem um inserção de quatro resíduos de aminoácidos (IDEA) no laço entre 4 e 

5, ao passo que, em S.pombe apenas um único resíduo de aminoácido leucina nessa região é 

capaz de prevenir a formação do capsídeo (GERHARDT et al., 2002). MORGUNOVA et 

al. (2005) descreveram que a inserção de quatro resíduos na região do laço entre 4 e 5 

impede a formação de capsídeo na LS de M.tuberculosis, enquanto que a inserção de dois 

resíduos de aminoácidos na LS de M.grisea impede a montagem em capsídeo (PERSSON et 

al, 1999). A LS de B. abortus não tem inserções na região N-terminal (PERSON et al., 

1999), mas, ao contrário de outras enzimas homólogas, a inserção de três resíduos de 

aminoácidos no grampo entre 4 e 5 leva a uma extensão da hélice 4, que a torna incapaz 

de formar a dobra de estabilização do capsídeo (KLINKE et al., 2005).    

I.2.2.2-ESTABILIZAÇÃO DO PENTÂMERO  

A estabilização do pentâmero ocorre devido a uma predominante natureza 

hidrofóbica existente entre duas subunidades de monômero e entre as subunidades de 

pentâmero. Nessas interfaces é encontrado número variável de pontes de hidrogênio. 

ZYLBERMAN et al. (2004) demonstraram que a estrutura decamérica encontrada em B. 

abortus também é estabilizada por pontes de hidrogênio que ocorrem nos contatos 

hidrofóbicos, cuja superfície entre os pentâmeros é composta por marcada presença de 

resíduos de His (histidina) e de Phe (fenilalanina), estabilizando o dímero de pentâmero a um 

pH de 6,3. Essa característica estrutural da LS de B. abortus proporciona alta resistência à 

desnaturação por uréia e maior estabilidade à desnaturação termal. Os autores mostraram 

também que, devido à grande quantidade de resíduos de histidina, num pH abaixo de 6,0, a 

proteína pode desassociar o decâmero em pentâmero sem perder a estabilidade. 
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I.2.3-MECANISMO CATALÍTICO  

O mecanismo da reação catalisada pela LS foi inicialmente investigado em 

B.subtillis por KIS et al. (1995) e, posteriormente, por ZHANG et al. (2003) com base na 

estrutura da enzima de A. aeolicus. Segundo os autores o mecanismo consiste dos seguintes 

passos: A enzima LS liga-se ao grupo fosfato do carboidrato L-3,4-dihidroxi-2-butanona-4-

fosfato (substrato 2). A presença do substrato 1 é essencial para a LS catalizar esse passo da 

reação. Estudos de VOLK e BACHER (1990) sugerem que o grupo 5-amino-6-(D-

ribitilamino)-2,4(1H, 3H)-pirimidinediona (substrato 1) ataca o grupo carbonil do substrato 2 

com eliminação de uma molécula de água e formação da base de Schiff (composto 6). Esse 

passo é seguido pela eliminação do fosfato inorgânico resultando numa dupla ligação e 

favorecendo a conjugação com o sistema pirimidina. O intermediário composto 7 é 

tautomerizado e o grupo carbonil do composto 8 é atacado pelo grupo 6-amino resultando no 

sistema pirimidina do composto 9, bicíclico. Finalmente, o grupo hidroxila 10 do composto 9 

recebe um próton eliminando uma molécula de água, com subseqüente fechamento do 

segundo anel pirimidina do composto 9 (lumazina). A reação termina resultando numa 

conjugação energeticamente favorável no sistema de duplo anel heterocíclico do produto 3. 

Um esquema do mecanismo de ação da LS é mostrado na Figura B. 

ZHANG et al.(2003) descreveram o envolvimento de resíduos críticos no 

mecanismo catalítico que foram considerados e discutidos com base na atividade enzimática 

medida em mutantes de LS de B. subtilis.  Esses estudos indicam que os resíduos de Arg 
127(arginina), Lys135 (lisina) e Glu138 (ácido glutâmico) estão envolvidos no posicionamento do 

grupo fosfato 2 através de formação do contato iônico. O resíduo de His88 estaria envolvido 

na doação de prótons com subseqüente eliminação de água e formação da base de Schiff 

(composto 6). Na LS de M.tuberculosis a Lys135 e o Glu138 são substituídos pela Lys138 e 

Gln141, respectivamente (MORGUNOVA et al., 2000). A Arg127 é um resíduo bem 

conservado e está presente na hélice 4, antes da dobra existente entre 4 e 5, a qual 

estabelece a estrutura quaternária da proteína (KLINK et al., 2005). Diversas pontes de 

hidrogênio são observadas quando o sistema pirimidina do substrato 1 interage com o anel 

fenil do aminoácido Phe22 (fenilalanina), auxiliando na estabilização energética desse 

substrato e durante a conjugação dos dois anéis de pirimidina. PERSSON et al.(1999) 

descreveram que na LS de fungos e leveduras a posição 22 é ocupada por triptofano. Na LS 

de S. cerevisiae, S. pombe e M. grisea o triptofano ocupa a posição 27. 
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Figura B - Mecanismo hipotético da reação catalisada pela LS sugerida por KIS et al., (1995).  (1) 5-amino-6-

(D-ribitilamino)-2,4(1H, 3H)-pirimidinediona, L-3,4-dihidroxi-2-butanona-4-fosfato, (3) lumazina (ZHANG et 

al., 2003).   

I.2.4-PROPRIEDADES DA LS  

BALDI et al. (1997) demonstraram o potencial da LS de B. abortus (BLS) em 

ser utilizada com um antígeno para diagnóstico sorológico. Um teste de ELISA foi 

desenvolvido para detecção dos níveis de anticorpos anti-LS em soros de cães, confirmados 

ou com suspeita de brucelose. Os estudos mostraram que a detecção de anticorpos contra a 

BLS pode ser utilizada para o diagnóstico de brucelose canina. O uso do teste de ELISA 

mostrou que a detecção de anticorpos contra LS em gados foi muito útil para diferenciar 

animais vacinados de fêmeas gestantes infectadas com uma espécie virulenta de B. abortus. O 

teste sorológico tem se tornado uma importante ferramenta para o diagnóstico, prognóstico e 

na manutenção da doença.  

BALDI et al. (2000) realizaram o teste de ELISA com a LS de Brucella 

abortus (BLS). A proteína recombinante purificada, livre de lipopolissacarídeos foi obtida e 
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testada para diagnóstico por ELISA utilizando-se soros de indivíduos infectados com a 

bactéria. Em muito dos pacientes, anticorpos anti-IgM contra LS foram detectados no início 

dos sintomas da brucelose, e depois, seguido pelo aparecimento de anticorpos IgG, servindo 

como um teste útil para se acompanhar a evolução clínica dos pacientes.  

VELIKOVSKY et al. (2002) demonstraram que a injeção de plasmídio de 

DNA contendo o gene codificante para LS de B.abortus (rBLS) em camundongos BALB/c 

provocou uma alta resposta imune celular mediada por Ta1 conferindo proteção contra 

infecção experimental pela bactéria.  

VELIKOVSKY et al. (2003) investigaram os efeitos de diferentes adjuvantes 

na imunogenecidade e eficácia protetiva da LS de B.abortus (BLS). Independentemente do 

adjuvante usado, a BLS foi capaz de induzir uma resposta humoral e celular especifica ao 

antígeno, destacando-se a alta produção de interferon- , importante para proteção contra um 

antígeno citoplasmático como é a LS. Os autores sugerem que a LS pode ser um candidato ao 

desenvolvimento de vacinas contra brucelose e desenvolvimento de imunógenos.  

BERGUER et al. (2006) estudaram a capacidade de a BLS ativar células 

apresentadoras de antígeno, especificamente células dendriticas (DCs), através de receptores 

da família Toll. Em seus resultados, os autores mostraram que a LS de B.abortus é um potente 

ativador de células dendríticas, via TLR4 (receptores Toll-like 4). Esses resultados 

demonstram a possibilidade da BLS em atuar como um carreador de antígenos e induzir uma 

potente resposta imune contra proteínas anexadas covalentemente em sua estrutura. A alta 

imunogenicidade desta proteína, potencialmente útil para o desenvolvimento de vacinas 

acelulares, pode ser explicada pelo arranjo polimérico dessa proteína, 

MORGUNOVA et al. (2005) demonstraram que compostos derivados de 

ribitilpurinetrione ligam-se ao sítio ativo da LS e atuam como um substrato para a ação 

catalítica da LS de M.tuberculosis, tornando-se um inibidor de potencial valor como 

antibiótico. 
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II 

 
TECNOLOGIA DO ANTÍGENO INDUZIDO IN-VIVO (IVIAT)/ 

JUSTIFICATIVAS  

Durante a interação patógeno-hospedeiro a expressão de muitos genes de 

virulência é influenciada por vários fatores do ambiente e do hospedeiro. Tem sido observado 

que muitos genes que são expressos durante o crescimento in-vitro do patógeno são regulados 

por fatores do hospedeiro durante a infecção (HEITHOFF et al., 1997). Para se identificar 

genes que podem se expressos durante a infecção, utilizamos a Tecnologia do Antígeno 

Induzido In-vivo (IVIAT), que é uma técnica que identifica os antígenos do patógeno que são 

expressos durante a infecção. A técnica foi inicialmente descrita por HANDFIELD et al. 

(2000) e tem sido utilizada para se estudar antígenos expressos in-vivo por vários patógenos, 

como a bactéria Actinobacillus actinomycetemcomitans (HANDFIELD et al., 2000), M. 

tuberculosis (DEB et al., 2002), Vibrio cholerae (HANG et al., 2003), Vibrio vulnificus 

(KIM et al., 2003), o fungo Candida albicans (CHENG et al., 2003) e a bactéria 

Streptococcus grupo A (SALIM et al., 2005). A tecnologia IVIAT é uma modificação do 

rastreamento imunológico e evita o uso de modelo animal por utilizar soros de pacientes 

permitindo a identificação de antígenos expressos em vários estágios da infecção. Um 

esquema experimental do IVIAT é mostrado na Figura 1, em Resultados. 

A definição de genes expressos diferencialmente por patógenos humanos durante 

a fase infectiva pode auxiliar na elucidação daqueles responsáveis pela patogênese, virulência 

e interação com o hospedeiro, como já descrito (MAHAN et al., 2000). Por esta razão, a 

utilização de metodologias úteis para a identificação de antígenos de P. brasiliensis expressos 

durante a infecção no hospedeiro humano é importante. Entre esses estudos nós focalizamos 

inicialmente na caracterização de genes/proteínas, preferencialmente expressos na fase 

leveduriforme de P. brasiliensis. Para a caracterização de genes codificantes de antígenos de 

P. brasiliensis utilizamos uma nova técnica, o IVIAT (In vivo Induced Antigen Technology) 

(WANG et al., 1996; KIM et al., 2003), como acima descrito.  
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III - OBJETIVOS   

O objetivo central desse trabalho foi a identificação de genes do P. brasiliensis 

potencialmente expressos in-vivo, utilizando-se soros de pacientes com diferentes 

manifestações clínicas da PCM. 

Para realização deste trabalho foram desenvolvidas as seguintes estratégias: 

 

Obtenção de soros de pacientes com PCM apresentando diferentes manifestações 

clínicas da doença, e que não estivessem em tratamento.  

 

Adsorção desses soros com o fungo crescido in-vitro na temperatura de 37 ºC.  

 

Rastreamento de uma biblioteca de expressão do fungo P. brasiliensis com uma 

combinação de soros de pacientes com PCM adsorvidos, como citado. 

 

Identificação e caracterização de seqüências de cDNAs. 

 

Obtenção e caracterização de seqüência genômica 

 

Expressão heteróloga de proteína recombinante.  
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IV MATERIAL E MÉTODOS  

IV.1 - MATERIAL  

V.1.1 

 

LINHAGENS BACTERIANAS  

 

Escherichia coli XL1-Blue MRF': 

 

(mcrA) 183, 

 

(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173, endA1, 

supE44, thi-1, gyrA96, relA1, lac (F' proAB laclq Z M15 Tn 10 (Tetr) (Stratagene 

Cloning Systems ).  

 

Escherichia coli SOLR: e14- (McrA-), 

 

(mcrCB-hsdSMR-mrr) 171, sbcC recB recj uvrC 

umuC: Tn5 (Kanr) lac gyrA96 relA1 thi- endA1 R (F' proAB laclq Z

 

M15 ) Su- 

(Stratagene Cloning Systems .   

 

Escherichia coli BL21(DE3):  F-, ompT, hsdS (rB-, mB-), gal (53, 54)dcm (DE3).   

IV.1.2 

 

VETORES UTILIZADOS   

IV.1.2.1 

 

PLASMÍDEOS  

 

pBluescript II SK(+) fagomídeo (Stratagene Cloning Systems , California, USA, no 

catálogo: 212207).  

 

pGEM-T Easy (Promega Biotech® Co., Madison, USA, no catálogo: A1360)  

 

pGEX-4T-3 (Amersham Biociences  catálogo: 27-4583-01) 
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IV.1.3 

 
MEIOS UTILIZADOS PARA CRESCIMENTO DO FUNGO P.brasiliensis  

MEIO SEMI - SÓLIDO FAVA-NETO 
Proteose peptona                                            3 g 

Peptona                                                          10 g 

Infuso de Cérebro e Coração (BHI)              10 g 

Glicose                                                          40 g 

Extrato de levedura                                         5 g 

Extrato de carne                                              5 g 

Cloreto de Sódio                                             5 g 

Ágar                                                              15 g 

Água bidestilada (q.s.p.)                        1000 mL 

Após todos os reagentes terem sido dissolvidos em água bidestilada o pH do 

meio foi ajustado para 7,2 e, posteriormente, o meio foi autoclavado à 120ºC durante 20 min. 

Posteriormente, foram adicionados os antibióticos Penicilina (0,05 UI/mL) e cloranfenicol 

(7,0 g/mL) e o meio foi distribuído nos tubos de cultura e colocados em posição inclinada 

até sua completa solidificação.   

IV.1.4 MEIOS UTILIZADOS PARA CRESCIMENTO E TRANSFORMAÇÃO DE 

BACTÉRIAS  

MEIO LÚRIA - BERTANI (LB) - LÍQUIDO  
Triptona                                                           10 g 

NaCl                                                               10 g 

Extrato de levedura                                          5 g 

Água destilada (q.s.p.)                             1.000 mL 

Os reagentes foram dissolvidos em água bidestilada e o pH foi ajustado para 

7,0 com NaOH 5N. O meio foi autoclavado a 120ºC por 20 min. 
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MEIO LÚRIA-BERTANI (LB) COM ÁGAR  

Este meio foi preparado conforme o LB descrito anteriormente, adicionando-se 

apenas 2% de ágar.    

MEIO NZY-AGAROSE 
NZ amina                                                        10 g 

NaCl                                                                  5 g 

MgSO4.7H2O                                                     2 g 

Extrato de Levedura                                          5 g 

Agarose                                                             7 g 

Água bidestilada (q.s.p.)                         1.000 mL 

O pH do meio foi ajustado para 7,0  para posterior esteterilização em autoclave 

a 120ºC por 20 min.   

MEIO NZY-ÁGAR  

Este meio foi preparado conforme o meio NZY descrito anteriormente, 

adicionando-se apenas 1,5% de ágar em substituição à agarose.   

MEIO SOB 
Triptona                                                          20 g 

Extrato de levedura                                         5,0 g 

NaCl                                                               0,58 g 

KCl                                                                0,18 g 

Água bidestilada (q.s.p.)                             1.000 mL 

A solução foi autoclavada a 120ºC durante o período de 20 min e, 

posteriormente, adicionou-se 10 mM de MgCl2. 
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MEIO SOC  

Este meio foi confeccionado conforme o SOB, descrito anteriormente, 

adicionando-se 10 mM de MgCl2 e 20 mM de glicose.   

IV.1.5.

 

MARCADORES DE MASSA MOLECULAR PARA PROTEÍNAS  

Foi utilizado o Kit LMW Electrophoresis Calibration (17-0446-01-

Amersham-Biosciences®). O marcador foi dissolvido em tampão de amostra para proteínas. 

Antes do uso, o padrão foi fervido por 10 min.  

LMW Electrophoresis Calibration Kit

 

94,0 kDa                                Fosforilase-B, músculo de coelho 

67,0 kDa                                                   Soroalbumina bovina 

43,0 kDa                                            Ovoalbumina, ovo branco 

30,0 kDa                      Anidrase Carbônica, eritrócitos bovinos 

20,1 kDa                                             Inibidor de Tripsina, soja 

14,2 kDa                                      -Lactalbumina, leite bovino 

  

IV.1.6 

 

REAGENTES E SOLUÇÕES PARA EXTRAÇÃO E ANÁLISE  DE  

PROTEÍNAS ATRAVÉS DE ELETROFORESE BIDIMENSIONAL  

TAMPÃO TRIS - CÁLCIO COM INIBIDORES DE PROTEASES  
Tris-HCl 2M (pH 8,8)                                  1 mL 

 

CaCl2 1M                                                     0,5 mL 

 Água bidestilada (q.s.p.)                             100 mL 
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INIBIDORES DE PROTEASES 

Inibidor Concentração final 

EDTA (Colagenase e Metalo protease [Zn-protease]) 1 mM 

Iodoacetamida (Cisteína protease) 5 mM 

PCMB (Cisteína protease) 1 mM 

PMSF (Serina protease e Metalo protease [Zn-protease]) 4 mM 

TLCK ( Serina protease e Cisteína protease) 50 µg/mL 

  

REAGENTE DE BRADFORD 

Azul de Coomassie Brilhante G-250       100 mg 

Etanol absoluto                                           47 mL 

Ácido O-fosfórico                                       85 mL 

Água bidestilada (q.s.p.)                         1.000 mL 

  

SOLUÇÃO DE  SOROALBUMINA BOVINA  A  100 g/mL 
Soroalbumina Bovina (Sigma Aldrich Co.)      1,0 mg 

NaOH 0,1 M (q.s.p)                                           10 mL 

  

SOLUÇÃO ACRILAMIDA: BIS-ACRILAMIDA (29:1) 
Acrilamida                                                     29 g 

Bis-acrilamida                                                 1 g 

Água bidestilada (q.s.p.)                           100 mL 

Após os reagentes serem dissolvidos em água bidestilada a solução foi filtrada 

em sistema  Millipore 0,45 m e estocada em abrigo contra a luz a 4ºC.    

SOLUÇÃO DE URÉIA 8 M 
Uréia                                                            4,8 g 

Água bidestilada (q.s.p.)                           5,2 mL 
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SOLUÇÃO PARA GEL DE URÉIA (12 FILETES) 
Acrilamida:bis-acrilamida 29:1                     1,33 mL 

Uréia                                                                5,00 g 

Anfólitos  pH 3,5-10,0                                    0,5 mL 

NP40 10%                                                     2,00 mL 

Persulfato de amônio 10%                            0,015 mL 

TEMED                                                       0,010 mL 

Água bidestilada (q.s.p.)                               2,00  mL 

  

NP40 10% (V/V) 
NP40                                                                   1 mL 

Água bidestilada (q.s.p.)                                    10 mL 

  

SOLUÇÃO DE PERSULFATO DE AMÔNIO 10%  (p/v) 
Persulfato de Amônio                                               1 g 

Água bidestilada (q.s.p.)                                      10 mL 

  

TAMPÃO DE AMOSTRA PARA ANÁLISE BIDIMENSIONAL DE PROTEÍNAS 

Uréia                                                                        6,7 g

 

Anfólitos 5-8                                                        0,4 mL

 

Anfólitos 3,5-10                                                   0,1 mL

 

NP40 10%                                                               2 mL                              

-mercaptoetanol 100%                                       0,5 mL

 

Água bidestilada (q.s.p.)                                       10 mL
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TAMPÃO DE SUPERFÍCIE 
Uréia                                                        2,702 g 

Anfólitos (pH 5,0 - 8,0)                           100 µL 

Anfólitos (pH 3,5 -10,0)                             25 µL 

NP40 10%                                                 500 µL 

Verde de metila                                           20 µg 

Água bidestilada (q.s.p.)                               5 mL 

  

SOLUÇÃO DE HIDRÓXIDO DE SÓDIO (NaOH) 0,02 M 
NaOH                                                           0,8 g 

Água bidestilada (q.s.p.)                        1.000 mL 

  

SOLUÇÃO DE ÁCIDO FOSFÓRICO (H3PO4) 0,01 M 
H3PO4                                                      576 mL 

Água bidestilada (q.s.p.)                        1.000 mL 

  

TAMPÃO DE DESNATURAÇÃO DOS FILETES 

Tris-HCl  (pH6,8)                                                   625 µL 

-mercaptoetanol                                                      500 µL

 

SDS  10%                                                                   23 µL

 

Glicerol                                                                        1 mL

 

Azul de Bromofenol                                                    1 mL

 

Água bidestilada (q.s.p.)                                            10 mL
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IV.1.6.1 

 
REAGENTES  E SOLUÇÕES  UTILIZADOS EM ELETROFORESE 

UNIDIMENSIONAL DE PROTEÍNAS   

TAMPÃO DE AMOSTRA (2X) 
Tris-HCl 1 M pH 6,8 2 mL 

SDS 10% 4 mL 

-Mercaptoetanol 2 mL 

Glicerol 2 mL 

Azul de bromofenol 0,01 g 

  

ÁGAR 2 % (p/v) 
Ágar                                                                 20 g 

Água bidestilada (q.s.p.)                           1.000 mL 

  

SOLUÇÃO ACRILAMIDA: BIS-ACRILAMIDA 39:1 
Acrilamida                                                      390 g 

Bis-acrilamida                                                   10 g 

Água bidestilada (q.s.p.)                           1.000 mL 

Após os reagentes serem dissolvidos em água bidestilada a solução foi filtrada 

em sistema Millipore 0,45 m e estocada em abrigo contra a luz, a 4ºC.    

SOLUÇÃO TRIS - HCL 2,0 M pH 8,8 
Tris-base                                                    241 g 

Água bidestilada (q.s.p.)                      1.000 mL 

  

SOLUÇÃO TRIS - HCL 1,0 M PH 6,8 
Tris-base                                                          121 g 

Água bidestilada (q.s.p.)                            1.000 mL 
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SDS 20% (p/v) 
SDS                                                               20 g 

Água bidestilada (q.s.p.)                          100 mL 

  

      SOLUÇÃO DE PERSULFATO DE AMÔNIO 10%  (p/v) 
Persulfato de Amônio                                    1 g 

Água bidestilada (q.s.p.)                             10 mL 

  

GEL DE SEPARAÇÃO 15%  (v/v) 
Acri-bis 39:1                                             2,9 mL 

Tri-HCl 2,0 M pH 8,8                               1,5 mL 

Água bidestilada                                        2,8 mL 

SDS 20%                                                  195 mL 

Persulfato de amônio 10%                          30 L 

TEMED                                                         6 L 

  

GEL DE SEPARAÇÃO 5% (v/v) 
Acri-bis 39:1                                           0,97 mL 

Tri-HCl 2,0 M pH 8,8                               1,5 mL 

Água bidestilada                                        4,8 mL 

SDS 20%                                                   195 L 

Persulfato de amônio 10%                          30 L 

TEMED                                                         6 L 

  

SOLUÇÃO DE N-BUTANOL SATURADO EM ÁGUA 

N-butanol                                                         1v 

Água bidestilada (q.s.p.)                                  1v 
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GEL DE SEPARAÇÃO 4% (v/v) 
Acri-bis 39:1                                              600 L 

Tri-HCl 1,0 M pH 6,8                                510 L 

Água bidestilada                                         4,2 mL 

SDS 20%                                                    120 L 

Persulfato de amônio 10%                          60 L 

TEMED                                                          9 L 

  

TAMPÃO DE CORRIDA PARA ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA-TRIS-
GLICINA 5X (ESTOQUE) 

Tris-base                                                     22,7 g 

Glicina                                                      112,5 g 

Água bidestilada (q.s.p.)                        1.000 mL 

  

SOLUÇÃO CORANTE DE AZUL DE COOMASSIE 0,2% (p/v):  

SOLUÇÃO A 
Azul de Coomassie brilhante G-250            0,5 g 

Metanol                                                    225 mL 

Água bidestilada (q.s.p.)                          250 mL 

 

SOLUÇÃO B 
Ácido acético glacial                                  50 mL 

Água bidestilada (q.s.p.)                           250 mL 

As soluções A e B foram misturadas no momento do uso (v/v).  

SOLUÇÃO DESCORANTE 
Metanol                                                       50 mL 

Ácido acético glacial                                 100 mL 

Água bidestilada (q.s.p.)                         1.000 mL 
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SOLUÇÃO DE ENCOLHIMENTO 

Metanol                                                     650 mL 

Glicerol  (P.A.)                                           20 mL 

Água bidestilada (q.s.p.)                        1.000 mL 

  

IV.1.7 

 

REAGENTES E SOLUÇÕES UTILIZADOS EM REAÇÃO DE WESTERN BLOTTING  

TAMPÃO DE TRANSFERÊNCIA 
Tris base                                                         3,0 g 

Glicínia                                                        14,4 g 

Metanol                                                     200 mL 

Água bidestilada (q.s.p.)                            1.000 mL 

  

SOLUÇÃO CORANTE VERMELHO PONCEAU 
Vermelho Ponceau                                             2,0 g 

TCA                                                                   30 mL 

Água bidestilada (q.s.p.)                                 1.000 mL

   

PBS 10 X 
  Na2HPO4                                                                    9,94 g 

  KH2PO4                                                   2,04 g 

  NaCl                                                      80,00 g 

  KCl                                                         2,00 g 

  Água bidestilada (q.s.p.)                     1.000 mL 

  

PBS 1X 
PBS 10 X                                                      100 mL 

Água bidestilada (q.s.p.)                             1.000 mL 
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TAMPÃO DE BLOQUEIO 
Leite desnatado                                                   50 g 

Tween 20                                                           1 mL 

PBS 1X (q.s.p.)                                           1.000 mL 

  

TAMPÃO DE LAVAGEM 
Tween 20                                                      1 mL 

PBS 1X (q.s.p.)                                      1.000 mL 

  

TAMPÃO PARA FOSFATASE ALCALINA 
NaCl                                                          5,844 g 

MgCl2                                                                                1,016 g 

Tris-HCl 2 M pH 9,5                                 100 mL 

Água bidestilada (q.s.p.)                         1.000 mL 

  

SUBSTRATO CROMOGÊNICO PARA FOSFATASE ALCALINA 
BCIP                                                                    33 µL 

NBT                                                                     66 µL 

Tampão de Fosfatase Alcalina (q.s.p.)                10 mL 

  

SOLUÇÃO DE INTERRUPÇÃO DA REAÇÃO DE PARADA 
EDTA 0,5M                                                         200 µL 

PBS 1X                                                                50 mL 
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IV.1.8 

 
SOLUÇÕES E TAMPÕES UTILIZADOS NO RASTREAMENTO 

IMUNOLÓGICO DA BIBLIOTECA DE EXPRESSÃO  

TAMPÃO SM 
NaCl                                                              5,8 g 

MgSO4.7H2O                                               3,7 g 

Tris-HCl 1M pH 7,5                                    50 mL 

Gelatina a 2%                                                 5 mL 

Água bidestilada (q.s.p.)                          1.000 mL 

A solução foi autoclavada a 120ºC durante o período de 20 min.   

SOLUÇÃO DE TETRACICLINA  

O antibiótico foi diluído em etanol 70% na concentração final 100 mg/mL.   

SOLUÇÃO DE KANAMICINA  

O antibiótico foi diluído em água bidestilada autoclavada na concentração de 

100 mg/mL, e esterilizado por filtração em sistema Millipore 0, 22 µm.   

SOLUÇÃO DE AMPICILINA   

O antibiótico foi diluído em água bidestilada autoclavada na concentração de 

100 mg/mL, e esterilizado por filtração em Millipore 0,22 µm.   

SOLUÇÃO DE MALTOSE 20% (P/V) 
Maltose                                                           200 g 

Água bidestilada (q.s.p.)                           1.000 mL 

A solução foi esterilizada por filtração em sistema Millipore 0,22 µm . 
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MgSO4  1 M 
MgSO4 7 H2O                                          246,5 g 

 Água bidestilada (q.s.p.)                       1.000 mL 

A solução foi autoclavada a 120ºC durante o período de 20 min.   

SOLUÇÃO DE IPTG 
  IPTG                                                          10 mM 

  

IV.1.8.1 SOLUÇÕES UTILIZADAS NO PREPARO DE CÉLULAS 

BACTERIANAS COMPETENTES E NO PROTOCOLO DE TRANSFORMAÇÃO  

CACL2 

CaCl2                                                                   100 mM 

CaCl2/glicerol                      100 mM /15%(v/v) 

  

GLICOSE 2M 
Glicose anidra                                         26,04 g

 

Água bidestilada (q.s.p.)                         100 mL

   

SOLUÇÃO DE IPTG 
  IPTG                                                          100 mM 

  

SOLUÇÃO DE X- GAL 
X-Gal                                                         20 mg 

N,N-Dimetilformamida                               1 mL 
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SOLUÇÃO DE GLICEROL 10 % (v/v) 
Glicerol                                                           100 mL 

Água bidestilada (q.s.p.)                              1.000 mL 

  

IV.1.8.2 

 

SOLUÇÕES UTILIZADAS NA EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DA 

PROTEÍNA RECOMBINANTE   

SOLUÇÃO DE LISOZIMA 
Lisozima                                                       10 mg/mL 

  

SOLUÇÃO DE IPTG 
  IPTG                                                          100 mM 

  

PBS 1X 
PBS 10 X                                                      100 mL 

Água bidestilada (q.s.p.)                             1.000 mL 

  

SOLUÇÃO DE TROMBINA 
Trombina 1U/µl      Amersham Pharmacia Biotech®                                   

  

IV.1.8.3 

 

SOLUÇÕES, SOLUÇÕES-TAMPÃO E ENZIMAS UTILIZADAS PARA 

REAÇÕES DE AMPLIFICAÇÃO DE DNA POR PCR  

MISTURA DE dNTPS 
dATP                                                       2,5 mM 

dCTP                                                       2,5 mM 

dGTP                                                       2,5 mM 

dTTP                                                       2,5 mM 
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ENZIMA 
TaqDNA polimerase I                                  5U/µL 

  
TAMPÃO DA TAQ DNA POLIMERASE 10X 

Tris-HCl pH 8,3                                          0,1 M 

KCl                                                               0,5M 

BSA                                                               0,1% 

Na reação de PCR adicionou-se cloreto de magnésio para uma concentração final de 1,5 mM.   

IV.1.8.4 

 

SOLUÇÕES UTILIZADAS PARA ELETROFORESE EM GEL DE 

AGAROSE   

GEL DE AGAROSE 0,8% (P/V) 
Agarose                                                        0,8 g 

TEB 5X                                                      10 mL 

Água bidestilada (q.s.p.)                          100 mL 

A agarose foi fundida por aquecimento.    

TAMPÃO DE CORRIDA PARA GEL DE AGAROSE (TEB 5 X) 
Trizma base                                                         54 g 

EDTA 0,5 M pH 8,8                                        20 mL 

Ácido Bórico                                                    27,5 g 

Água bidestilada (q.s.p.)                              1.000 mL 

  

TAMPÃO DE AMOSTRA PARA DNA 
Tampão de corrida TEB 10X                     50 mL 

Glicerol                                                       50 mL 

Azul de bromofenol                                  100 mg 

Xilenocianol                                              100 mg 
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IV.1.8.5 

 
SOLUÇÕES UTILIZADAS NOS PREPARO DE MATERIAIS LIVRES 

DE RNASES  

DEPC  0,1% (V/V) 
DEPC                                                         1 mL 

Água milli-Q                                       1.000 mL 

A mistura foi agitada durante 8 h, a 37°C. Posteriormente, foi autoclavada a 

120°C, por 20 min e armazenada a 8°C.   

PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO 3% (V/V) 
Peróxido de Hidrogênio                           3 mL

 

Água milli-Q                                        100 mL

   

IV.1.9 

 

REAGENTES E SOLUÇÕES PARA AS ETAPAS DE LIGAÇÃO DOS 

INSERTOS AOS VETORES  

ENZIMA (PROMEGA®) 
T4 DNA ligase                                           5 U/µL 

  

TAMPÃO (T4) DE LIGAÇÃO  2X (PROMEGA®) 
Tris-HCl pH 7,4 0,50 M 

MgCl2 0,10 M 

DTT 0,10 M 

Espermidina 0,01 M 

ATP  0,01 M 

  

IV.1.10 

 

ENZIMAS DE  RESTRIÇÃO  
EcoRI                                                           12 U/µL 

XhoI                                                               8 U/µ 
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IV.1.11

 
MARCADOR DE TAMANHO MOLECULAR PARA DNA  

1 Kb ladder            (Amersham-Pharmacia-Biotech®)

 
 1 Kb                                                         (Promega®) 

  

IV.1.12 MEMBRANAS DE NITROCELULOSE  

Hybond       (Amersham-Pharmacia-Biotech®)

 

C- Extra      (Amersham-Pharmacia-Biotech®)

   

IV.1.13 

 

KITS DE USO ESPECÍFICO EM BIOLOGIA MOLECULAR  

 

Flex Prep Kit (Amersham Biosciences®) 

 

DYEnamic ET, Dye Terminator Cycle Sequencing (Amersham Biosciences®) 

 

QUIAEX II (Quiagen) 

 

GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham-Pharmacia-Biotech®) 

 

Kit Bulk GST Purification Module (Amersham Pharmacia Biotech ) 

 

Super SMART PCR cDNA Synthesis SMARTTM (Clontech) 
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IV.2  MÉTODOS  

IV.2.1 - MICROORGANISMO UTILIZADO E CONDIÇÕES DE CULTIVO  

Foi utilizado neste estudo o isolado Pb01 (coleção ATCC-MYA-826), já 

caracterizado e padronizado em nosso laboratório (PEREIRA et al., 2004 ; BARBOSA et al., 

2006). O fungo tem sido mantido em nosso laboratório há mais de 10 anos e foi adotado como 

padrão por apresentar-se dimórfico nas temperaturas de cultivo das formas miceliana (23ºC) e 

leveduriforme (36ºC) (SALEM-IZAAC et al., 1997).  

O fungo P. brasiliensis foi cultivado em meio semi-sólido Fava-Neto (FAVA-

NETO, 1955). As células leveduriformes foram mantidas a 36ºC e as micelianas a 23ºC, 

durante 7 e 14 dias, respectivamente.    

IV. 2.2 - PREPARO DE EXTRATOS PROTÉICOS  

As células leveduriformes foram removidas do meio após sete dias de cultivo, 

e em seguida, lavadas com água bidestilada estéril e centrifugadas a 4.000 g por 5 min a 4ºC. 

Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e as células foram congeladas e maceradas na 

presença de nitrogênio líquido, utilizando-se gral e pistilo, até a completa pulverização 

celular. O material foi transferido para um tubo cônico acrescido de tampão Tris-cálcio 

contendo inibidores de proteases. Após agitação em vortex por 30 min a 4ºC, o material foi 

centrifugado a 12.000 g por 15 min. O sobrenadante foi coletado, para que se pudesse repetir 

novamente todo o processo de centrifugação e o material resultante deste passo foi aliquotado 

e armazenado a  20ºC para realização de estudos posteriores.     

IV.2.3 - DOSAGEM DE PROTEÍNAS  

O teor de proteínas do extrato bruto total foi determinado segundo o método 

descrito por BRADFORD (1976). Uma curva padrão foi construída para o reagente de 

Bradford utilizando-se uma solução de albumina bovina sérica em NaOH 0,1 M, em uma 



      Identificação de um novo Antígeno de Paracoccidioides brasiliensis (Lumazina Sintase) através da Técnica de IVIAT 
Tereza Cristina Vieira de Rezende   

62

faixa de concentração crescente de 0 a 10 g/mL. A proteína padrão, em diferentes 

concentrações, foi aliquotada em triplicata, em tubos de ensaio (0,1 mL), e acrescida de 0,9 

mL do reagente de Bradford. Após os tubos terem sido homogeneizados e incubados por 5 

min à temperatura ambiente, foi realizado a leitura de absorbância em espectrofotômetro no 

comprimento de onda de 595 nm. A equação da curva padrão foi obtida por regressão linear, 

utilizando-se os valores da leitura espectrofotométrica que foram expressos em g de 

proteína/mL. A dosagem de proteínas dos extratos celulares foi realizada nas condições 

descritas acima. A concentração de proteína extraída nos extratos celulares foi determinada 

utilizando-se a curva padrão previamente determinada.   

IV.2.4 - ELETROFORESE DE PROTEÍNAS EM GEL DE POLIACRILAMIDA    

IV.2.4.1 - ELETROFORESE BIDIMENSIONAL DE PROTEÍNAS  

A análise bidimensional das proteínas quanto ao ponto isoelétrico e à massa 

molecular, foi realizada em gel de poliacrilamida, segundo o procedimento descrito por 

O FARREL et al. (1975).   

IV.2.4.1.1 

 

PREPARAÇÃO DO GEL PARA ISOTACOFORESE  

Inicialmente vedou-se a base dos tubos com parafilm e, em seguida, a solução 

de gel de uréia foi colocada nos 12 tubos de vidro para isotacoforese e coberta com 20 µL de 

uréia 8 M para favorecer a polimerização. Os tubos foram deixados em repouso até a 

completa polimerização do gel e, em seguida, o parafilm e a uréia foram retirados e os tubos 

foram montados em cuba verticais tipo Buchler.  
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IV.2.4.1.2 

 
PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS   

Adicionou-se ácido tricloroacético (TCA) ao extrato protéico total do fungo 

para a concentração final de 15% (v/v). Manteve-se o material por 30 min. no gelo. Em 

seguida, foram centrifugadas a 10.000 g por 15 min a 4ºC. Lavou-se o precipitado por duas 

vezes com acetona 100% (gelada e resfriada a -20 ºC) e ressuspendido em volume máximo de 

70 L de tampão de amostra.    

IV.2.4.1.3

 

ISOTACOFORESE   

Um filete foi reservado para o padrão de pH e em seu topo, foi aplicado 50 µL 

de tampão de amostra. As amostras protéicas foram aplicadas no topo do gel adicionadas de 

20 µL de tampão de superfície, com a finalidade de se evitar a flutuação das mesmas. O 

compartimento inferior foi preenchido com NaOH 0,02 M e o compartimento superior da 

cuba e o restante do volume do topo dos tubos foram preenchidos com ácido fosfórico 

(H3PO4) 0,01 M, até que os filetes ficassem totalmente submersos. Os cabos foram 

conectados na cuba com os pólos invertidos e a corrida foi realizada a 400 V durante 5 h. Ao 

término da corrida eletroforética os géis foram retirados de dentro dos tubos com auxílio de 

injeção de água destilada e foram incubados imediatamente em solução de desnaturação por 1 

h, sob agitação e estocados a -20ºC. O filete controle de pH foi cortado em pedaços de 1 cm, 

os quais foram colocados individualmente em tubos de ensaio contendo 1 mL de água 

destilada. O material foi incubado por 24 h a 4ºC para equilíbrio do pH, o qual foi em seguida 

determinado.   

IV.2.4.2 - ELETROFORESE UNIDIMENSIONAL DE PROTEÍNAS  

A análise eletroforética das proteínas foi realizada em gel de poliacrilamida 

com gradiente de concentração de 5% a 15%, segundo a descrição de LAEMMLI (1970).  
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IV.2.4.2.1 

 
EQUIPAMENTOS  

 
Cubas acrílicas 

 
Placas de vidro para géis verticais de 100 mm  x 140 mm 

 

Pentes e espaçadores (0,75 mm)   

IV.2.4.2.2 - CONFECÇÃO DOS GÉIS DE GRADIENTE  

Os géis de gradiente foram confeccionados em placas de vidro vedadas com 

ágar 2%. As soluções para confecção dos géis de poliacrilamida (15% a 5 %) foram colocadas 

em beckers separados e misturados no momento da adição à placa de vidro. Para alinhamento 

e retirada de bolhas da superfície do gel foi adicionado sobre o mesmo uma solução de 

butanol saturado em água, a qual foi descartada após a polimerização. A seguir adicionou-se o 

gel de concentração (4 %).   

IV. 2.4.2.3 - CORRIDA ELETROFORÉTICA  

Após a polimerização do gel, o filete foi colocado em seu topo, os espaçadores 

foram retirados e a placa foi fixada em uma cuba de acrílico, preenchida com o tampão de 

corrida para eletroforese em gel de poliacrilamida 1X. As corridas foram realizadas a 40 mA e 

após seu término o gel ou foi corado com azul de Coomassie ou foi transferido para 

membranas de Nitrocelulose.   

V.2.4.2.4 - COLORAÇÃO POR AZUL DE COOMASSIE   

O gel de poliacrilamida foi corado com azul de Coomassie segundo a 

metodologia descrita por NEUHOFF et al. (1988). Ao término da corrida o gel foi incubado 

em solução corante de azul de Coomassie, sob suave agitação, por um período de 30 min. Em 
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seguida, o gel foi transferido para solução descorante até a visualização das proteínas e logo 

após, foi transferido para a solução de encolhimento para secagem posterior.   

IV.2.5 - ANTICORPO PRIMÁRIO - SOROS DE PACIENTES COM PCM E 

AMOSTRAS CONTROLE    

Os soros utilizados neste trabalho foram provenientes de pacientes com 

diagnóstico clinico e imunológico (imunoprecipitação e imunofluorescência indireta) de 

PCM. Os soros foram coletados em pacientes do HDT (Hospital de Doenças Tropicais) 

Goiânia-Goiás, após a aprovação deste projeto por uma comissão de ética. Foram coletados 

soros de onze pacientes com diferentes formas clínicas de PCM. Amostras de onze indivíduos 

saudáveis também foram coletadas e utilizadas como soros controle.  

Onze soros de pacientes com PCM foram utilizados para serem adsorvidos 

com extrato de Escherichia coli e extratos de células leveduriformes de P.brasiliensis Pb01, 

crescido sob condições de cultivo em laboratório. Duas etapas de adsorção foram realizadas. 

A primeira etapa consistiu na eliminação de anticorpos que reagem com proteínas de E.coli e, 

a segunda etapa, consistiu na eliminação de anticorpos que reagem com proteínas totais do 

fungo P.brasiliensis expressas in-vitro. 

O preparo do extrato celular total de E. coli XL1-Blue MRF foi realizado 

segundo a descrição de SAMBROOK et al. (1989). Uma alíquota de células de E.coli foi 

retirada do estoque de glicerol, que se encontrava congelada a -80ºC, e foi estriada em meio 

semi-sólido LB com tetraciclina a 12,5 µg/ml. As placas foram colocadas a 37ºC por 16 h. 

Uma colônia foi retirada da placa, inoculada em 100 mL de meio líquido LB com tetraciclina 

a 12,5 µg/ml e colocada sob agitação a 37ºC por 18 h. As células foram então, centrifugadas a 

3.000 g e ressuspendidas em 20 mL de tampão PBS 1X. Após este procedimento, as células 

foram sonicadas por 15 min. e centrifugadas a 3.000 g por 10 min. O sobrenadante foi 

coletado, filtrado em sistema Millipore e estocado a - 80ºC até o momento do uso. 

Com o objetivo de se eliminar as reações dos anticorpos com as proteínas 

bacterianas, procedeu-se a pré-adsorção dos soros de pacientes portadores de PCM com 

extrato de E. coli XL1-Blue MRF . Uma mistura de volumes iguais de onze soros de 

pacientes portadores de PCM foi diluída com extrato de E. coli XL1-Blue e o mesmo volume 

de tampão PBS 1X. A mistura foi incubada a 37ºC por 1 h, sob suave agitação. Em seguida, 
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procedeu-se a centrifugação a 10.000 g, a 4°C durante 20 min. O sobrenadante foi recolhido e 

estocado a -80ºC até o momento do uso. A eficiência da adsorção foi monitorada por 

eletroforese unidimensional e por Western blotting. 

Extrato protéico de células leveduriformes do P. brasiliensis Pb01 foi obtido 

como descrito no ítem IV.2.2. A pré-adsorção do soros de pacientes PCM com este extrato foi 

realizada com o objetivo de remover anticorpos que reagem com as proteínas das células na 

fase leveduriforme expressas em condições de cultivo, permanecendo preferencialmente os 

anticorpos que reagiriam com proteínas expressas durante a infecção. Assim, os soros, 

anteriormente reagidos com extrato de células E. coli XL1-Blue MRF , foram incubados 

durante 1 h a 37°C, sob lenta agitação, com o mesmo volume de extrato protéico de células 

leveduriformes de P. brasiliensis (100 µg/mL de soro). Esta mistura foi centrifugada por 

10.000 g, a 4°C por 20 min e, em seguida, o sobrenadante foi recolhido e estocado - 80ºC até 

o momento do uso. A eficiência da adsorção foi monitorada por eletroforese bidimensional e 

por Western blotting.   

IV.2.6 - WESTERN BLOTTING    

IV.2.6.1-TRANSFERÊNCIA DE PROTEÍNAS PARA MEMBRANA DE 

NITROCELULOSE  

Após eletroforese unidimensional das proteínas totais de células 

leveduriformes do P.brasiliensis realizou-se a transferência das proteínas para membrana de 

Nitrocelulose, segundo o método descrito por SAMBROOK et al. (1989). A membrana foi 

cortada no tamanho do gel a ser transferido, sendo incubada em tampão de transferência por 

um período de 15 min.O sistema foi colocado em uma cuba para transferência a uma corrente 

constante de 25 V por 18 h a 4°C. Após esse período, o sistema foi desmontado, a membrana 

foi corada em solução de vermelho Ponceau, para se avaliar a eficiência da transferência, e 

em seguida descorada por lavagem com água destilada e PBS 1X. A membrana foi então, 

incubada com tampão de bloqueio por 16 h a 4ºC, sendo imediatamente utilizada em ensaios 

de Western blotting ou estocada a  20ºC.   
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IV.2.6.2 - REAÇÃO COM ANTICORPO PRIMÁRIO  

Após bloqueio dos sítios inespecíficos, as membranas foram incubadas com 

soros de pacientes com PCM adsorvidos e não adsorvidos com extrato de células 

leveduriformes do P.brasiliensis e extrato total de E.coli, ambos diluídos à concentração de 

1:100, em tampão de bloqueio. A incubação foi realizada à temperatura ambiente por 2 h, sob 

agitação vigorosa. Soros de indivíduos controle também foram utilizados na mesma diluição.   

IV.2.6.3-REAÇÃO COM ANTICORPO SECUNDÁRIO E REVELAÇÃO DO 

COMPLEXO ANTÍGENO-ANTICORPO.  

Após incubação com anticorpo primário, procedeu-se à lavagem da membrana, 

por 3 vezes, durante 15 min, em tampão de lavagem. A seguir, a membrana foi incubada com 

anticorpo secundário: Anti-IgG humano (Sigma Aldrich Co.) acoplado a fosfatase alcalina, 

diluído em tampão de bloqueio à concentração 1:2000. A incubação foi realizada a 

temperatura ambiente por 1 h, sob agitação vigorosa. Logo após, as membranas foram lavadas 

três vezes com tampão de lavagem durante 15 min e uma vez com PBS 1X. Em seguida, as 

membranas foram incubadas em tampão para fosfatase alcalina por 15 min, sob agitação 

suave. Para revelação, as membranas foram incubadas com o substrato cromogênico para 

fosfatase alcalina (BCIP/NBT) e a reação foi interrompida pela adição de solução de 

interrupção da reação enzimática. 
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IV.2.7 

 
RASTREAMENTO DA BIBLIOTECA DE CDNA DE P.brasiliensis 

UTILIZANDO-SE A METODOLOGIA DE IVIAT   

IV.2.7.1 - BIBLIOTECA DE CDNA DE P.brasiliensis  

Para encontrarmos proteínas preferencialmente expressas durante a infecção, 

uma biblioteca de cDNA na forma leveduriforme de P.brasiliensis, isolado Pb01, construída 

no nos sítios EcoRI e XhoI do vetor  ZAP II (Stratagene Cloning Systems® pela Dra. 

Maristela de Oliveira Azevedo, Laboratório de Biologia Molecular Universidade de Brasília 

em colaboração com o Laboratório de Biologia Molecular Universidade Federal de Goiás 

(FELIPE et al., 2003), foi rastreada com uma combinação (n=11) de soros de pacientes com 

diagnóstico clínico e imunológico de PCM. Os soros foram pré-adsorvidos com lisado de E. 

coli XL1-Blue MRF e com extrato total de levedura de P. brasiliensis. Os soros de pacientes 

com PCM adsorvidos foram diluídos 1:100.   

IV.2.7.2- RASTREAMENTO IMUNOLÓGICO PRIMÁRIO   

IV.2.7.2.1 

 

PREPARO DE CÉLULAS HOSPEDEIRAS   

As células XL1-Blue MRF , armazenadas em glicerol e mantidas a - 80ºC, 

foram semeadas em placas de Petri contendo 20 mL de meio LB ágar com tetraciclina a 12,5 

g/mL e incubadas em estufa a 37ºC por 16 a 18 h. Para o inóculo, uma colônia isolada foi 

colocada em 25 mL de meio LB líquido contendo maltose a 0,2 % (p/v) e MgSO4 0,01 M. 

Agitou-se a 37oC, a 120 rpm até que a cultura atingisse a fase estacionária, D.O. entre 0,8 - 1,0 

em um comprimento de onda de 600 nm. As células foram então coletadas por centrifugação a 

3.000 g por 10 min e ressuspensas em MgSO4 0,01 M para obtenção de D.O600 de 0,5, sendo 

então estocadas a 4oC por 48 h. 
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IV.2.7.2.2 

 
PRÉ-ADSORÇÃO DOS BACTERIÓFAGOS E SEMEADURA   

Para adsorção dos bacteriófagos  Zap II da biblioteca de cDNA às bactérias 

hospedeiras E.coli XL1-Blue MRF , foram colocados, em microtubos estéreis, 15 µL de 

bacteriófagos  Zap II empacotados da biblioteca de cDNA (concentração de 105 p.f.u./ml.) e 

400 µL de células XL1-Blue MRF . A mistura foi incubada em Banho-Maria a 37ºC por 15 

min. Posteriormente, esse material foi transferido para tubos contendo 10 mL de meio NZY-

agarose a uma temperatura de 48ºC. Homogeneizou-se bem o sistema para que fosse então 

vertido e espalhado cuidadosamente sobre placas de Petri contendo 35 mL de meio NZY-

ágar, previamente preparadas. As placas semeadas foram incubadas em estufa a 37oC por um 

período de 7 h, quando começam a se formar as placas de lise.   

IV. 2.7.2.3 

 

INDUÇÃO DA SÍNTESE DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES E  

TRANSFERÊNCIA  PARA  MEMBRANA  

Assim que as placas de lise tornaram-se visíveis, as placas de Petri foram 

retiradas da estufa. As membranas foram umedecidas em água destilada estéril e depois 

saturadas com 10 mM de isopropyl- -tiogalactopiranosídeo (IPTG). Em seguida, as 

membranas foram colocadas diretamente sobre as placas de Petri cobrindo-as em toda sua 

extensão. As membranas foram marcadas com agulha para possibilitar a orientação e as 

placas incubadas a 37°C por um período adicional de 12 h.   

IV.2.7.2.4 

 

BLOQUEIO DOS SÍTIOS ESPECÍFICOS  

As placas, com membranas Nitrocelulose sobrepostas, foram retiradas da 

estufa e deixadas à temperatura ambiente para evitar adesão do meio NZY agarose às 

membranas. Depois de retirada das membranas, procedeu-se ao bloqueio de sítios 

inespecíficos por 16 h a 4ºC.   
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IV.2.7.2.5 REAÇÃO DAS PROTEÍNAS COM ANTICORPO PRIMÁRIO  

Após serem retiradas do tampão de bloqueio, as membranas foram incubadas 

por 2 h, sob agitação vigorosa, a temperatura ambiente, com a combinação de soros de 

pacientes com PCM adsorvidos e diluídos em tampão de bloqueio 1:100, como descrito no 

ítem IV.2.6.2.   

IV.2.7.2.6 REAÇÃO DAS PROTEÍNAS COM ANTICORPO SECUNDÁRIO 

E REVELAÇÃO DO COMPLEXO ANTÍGENO-ANTICORPO  

A incubação com anticorpo secundário e a revelação com o substrato 

cromogênico para fosfatase alcalina procedeu-se conforme descrito no ítem IV.2.6.3.   

IV.2.7.3- RASTREAMENTO IMUNOLÓGICO SECUNDÁRIO E TERCIÁRIO  

Os clones que reagiram com a combinação de soros de pacientes com PCM 

no rastreamento primário, foram devidamente identificados, retirados da placa e colocados em 

tubos de microcentrífuga contendo 1 mL  de tampão SM e 20 µL de clorofórmio, e deixados 

por 1 h a temperatura ambiente para permitir a difusão das partículas de bacteriófagos. Em 

seguida, uma breve e suave agitação foi realizada para assegurar a eluição dos bacteriófagos. 

A suspensão de bacteriófagos foi estocada a 4ºC e para posterior rastreamento secundário e 

terciário, utilizando-se os mesmos procedimentos citados anteriormente.   
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IV.2.8 

 
EXCISÃO IN VIVO DO FAGOMÍDEO PBLUESCRIPT

 
DO VETOR 

 
ZAP II, USANDO O SISTEMA EXASSIST HELPER PHAGE COM CÉLULAS SOLR 

(STRATAGENE CLONING SYSTEMS )  

IV.2.8.1 - PREPARO DAS CÉLULAS HOSPEDEIRAS  

As linhagens bacterianas SOLR e XL1 Blue MRF , armazenadas em glicerol e 

mantidas a - 80ºC, foram separadamente semeadas em placas de Petri contendo 20 mL meio 

LB ágar, com kanamicina a 50 g/mL e tetraciclina a 12,5 g/mL, e incubadas em estufa a 

37ºC por 16 h. Para o inóculo, uma colônia isolada de cada linhagem foi crescida, 

separadamente , em 25 mL de meio LB contendo maltose a 0,2 % (p/v) e MgSO4 10 mM. 

Agitou-se a 37oC, a 120 rpm até que a cultura atingisse a fase estacionária, D.O. entre 0,8 - 1,0 

em um comprimento de onda de 600 nm. As células foram então coletadas por centrifugação a 

3.000 g por 10 min 4oC e ressuspensas separadamente, em MgSO4 10 mM para obtenção de 

D.O600 de 0,5, sendo então estocadas a 4oC por 48 h.   

IV.2.8.2-ADSORÇÃO  DO FAGO E EXCISÃO DO PLASMÍDEO   

Em um tubo de microcentrífuga foram adicionados 200 µL de células E.coli 

XL1 Blue MRF , 250 µL do estoque de fago (contendo 105 partículas de fago) provenientes 

do rastreamento terciário e 1 µL de fago helper ExAssist (1 x 106 p.f.u./µL). O sistema foi 

incubado por um período de 15 min a 37ºC. Posteriormente, adicionou-se 3,0 mL de meio LB 

líquido e o sistema foi submetido a uma nova incubação de 3 h a 37ºC, sob agitação lenta. 

Após a segunda incubação, o sistema foi aquecido por 20 min a 65ºC, e então centrifugado a 

4.000 g por 15 min. O sobrenadante foi recolhido em tubo estéril e estocado a 4ºC.    

IV. 2.8.3 - PLAQUEAMENTO DOS FAGOS EXCISADOS  

Foram feitas duas alíquotas em tubos de microcentrífuga contendo em cada 

uma 200 L de células hospedeiras SOLR, previamente preparadas, sendo que na primeira 

foram acrescentados 10 µL do estoque do fagemídeo pBluescript excisado e na segunda 100 
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µL do mesmo. O sistema foi incubado a 37ºC por 15 min. Em seguida, 5 µL da mistura foram 

plaqueados em meio LB ágar com ampicilina a 100 µg/mL. As placas foram incubadas a 37ºC 

por 16 h. As colônias resultantes foram coletadas individualmente e crescidas meio LB líquido 

com 100 µg/mL de ampicilina para a extração do DNA plasmidial e para seqüenciamento dos 

clones. Uma alíquota foi armazenada em glicerol e estocada a -80ºC.   

IV.2.9 

 

CARACTERIZAÇÃO DO CLONE DE CDNA   

IV.2.9.1 

 

SEQÜENCIAMENTO   

Para o seqüenciamento selecionamos um clone positivo de cada placa do 

rastreamento terciário. Os clones foram seqüenciados no aparelho MEGABACE® (GE, 

Healthcare®), utilizando-se o sistema DYEnamic ET, Dye Terminator Cycle 

Sequencing. As reações de seqüenciamento foram preparadas utilizando-se 4 µl de 

DYEnamic ET terminator Reagent Premix, 1 µl de oligonucleotídeos (5µm), T3 (5 -AAT 

TAA CCC TCA CTA AAG GG-3 ) ou T7 (5 -GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C-

3 ), 1µL de DNA (clone positivo, 200 ng 

 

500 ng) água Milli-Q para volume final de 10 

µl. Estas reações foram amplificadas, via PCR, em 35 ciclos nas condições: 95ºC por 2 seg; 

95ºC por 10 seg ; 50ºC por 15 seg e 60ºC por 1 min. Por último, as amostras contendo o 

DNA amplificado foram precipitadas com 7.5M de acetato de amônia, etanol 100%, 

lavadas com etanol 70% e ressuspendidas em 10 µl de tampão contendo formamida.   

IV.2.9.2 - ANÁLISES COMPUTACIONAIS  

Após o seqüenciamento dos cDNAs, as seqüências obtidas foram analisadas 

(Figura 5). Primeiramente, foram comparadas entre si utilizando-se o programa PHRED 

(EWING e GRANDEN, 1998; EWING et al., 1998) com finalidade de se retirar o vetor e 

formar contigs, formando-se assim a seqüência completa. Em seguida, as pesquisas de 

similaridade das seqüências de proteínas e de nucleotídeos foram feitas no banco de dados 

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) usando-se o programa BLAST (ALTSCHUL et al., 

1990). O alinhamento entre as seqüências homólogas foi feito através do programa 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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CLUSTAL X (THOMPSON et al., 1997), e os motivos na seqüência deduzida de proteínas 

foram analisados pelo programa PROSITE (www.expasy.org./prosite) (HOFMANN et al., 

1999).    

IV. 2.9.3 

 

DESENHO DE OLIGONUCLEOTÍDEOS A PARTIR DA SEQÜÊNCIA 

DO CLONE DE CDNA Pbls  

A partir da seqüência de nucleotídeos do cDNA obtido no rastreamento da 

biblioteca de expressão de P. brasiliensis, foram desenhados oligonucleotídeos (Tabela 1) 

com um sítio para a enzima EcoRI no sentido senso (S-4T3) e com um sítio para a enzima 

XhoI no sentido anti-senso (AT-4T3), que foram sintetizados pela GIBCOTM Invitrogen 

Corporation. Estes oligonucleotídeos foram utilizados na reação de polimerase em cadeia 

para amplificação do cDNA de 525 pb e para obtenção de fragmentos genômicos referentes 

ao clone pbls .A Tabela 1 apresenta as seqüências dos nucleotídeos. Os sítios para as enzimas 

de restrição EcoRI e XhoI estão sublinhados.  

      Tabela 1 - Oligonucleotídeos utilizados para amplificação do cDNA  
Oligonucleotídeos Seqüência 

 

S-4T3(senso)  5 - GGTGGTGAATTCCATGGCTACTCTCAAAGGTTTG 

 

3

 

                                             

AT-4T3 (anti-senso)

  

5 - GGTGGTCTCGAGCTACGAAAACTTCCCCATTG 

 

3

   

IV.2.10 - OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DA SEQÜÊNCIA GENÔMICA 

CODIFICANTE PARA LS  

Com base na seqüência de nucleotídeos do clone de cDNA que codifica para 

lumazina sintase (pbls), foram sintetizados oligonucleotídeos (Tabela 1), com a finalidade de 

se amplificar um fragmento genômico codificante da pbls via reação em cadeia da polimerase 

(PCR), utilizando o DNA total de P.brasiliensis na forma leveduriforme. O sistema de 

amplificação continha: 1 L dos oligonucleotídeos (Tabela 1) na concentração de 50 µM; 2,5 

http://www.expasy.org./prosite
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L de DNA total de P. brasiliensis na concentração 10 g/ L; 2,5 L de dNTPs na 

concentração de 2,5 mM cada; 0,5 L de Taq DNA Polimerase na concentração de 5 U;  2,5 

L de  tampão 10 X para Taq DNA Polimerase;  1,5 L  de MgCl2  a  25 mM  e quantidade 

de água Milli-Q suficiente para um volume final de 25 L. O DNA molde foi desnaturado a 

94ºC por 2 min, seguido por 25 ciclos de desnaturação a 94ºC por 1 min e 30 seg., anelamento 

a 60ºC por 1 min e 15 seg. e extensão por 2 min a 72ºC. Uma extensão final a 72ºC foi 

realizada. Obteve-se desta forma um fragmento genômico de 800 pb. As amplificações foram 

realizadas no termociclador (Perkin Elmer/Gene Amp PCR System 2400) e a análise dos 

produtos da reação foi feita através de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com 1 

µg/mL de brometo de etídeo. A visualização do gel foi feita em transiluminador de luz 

ultravioleta. Após a corrida, os géis foram fotografados e os fragmentos obtidos foram eluidos 

do gel utilizando o sistema comercial GFX PCR DNA e Gel Band Purification .   

IV.2.10.1 - QUANTIFICAÇÃO DAS AMOSTRAS DE DNA    

A concentração das amostras de DNA genômico amplificadas via PCR foi 

determinada através de leitura em espectrofotômetro no comprimento de onda de 260 nm, 

observando-se que 1 unidade de absorbância corresponde a 50 µg/mL de DNA de fita dupla e 

40 µg/mL de DNA de fita simples. Foram realizadas também leituras de absorbância em 

comprimento de onda de 280 nm, para determinação do grau de pureza dos DNAs. Assim, a 

razão entre as leituras a 260 nm e a 280 nm indica bom resultado se apresentar igual ou 

superior a 1,8. 

Uma alternativa para determinação da concentração de DNA genômico foi a 

análise em gel de agarose 0,8% com brometo de etídio. As amostras, cujas concentrações 

deveriam ser estimadas, foram aplicadas em gel de agarose juntamente com amostras de 

concentração conhecidas. Através de comparação visual entre as amostras estimou-se a 

concentração do DNA. 
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IV.2.10.2 - ANÁLISE DO DNA EM GEL DE AGAROSE   

Os géis foram preparados com agarose em TEB 1X com brometo de etídio a 5 

µg/mL, em concentrações que variam de 0,8% (para fragmentos superiores a 500 pb) a 2% 

(para fragmentos menores). Após a montagem da forma e pente apropriados, verteu-se a 

agarose derretida em forno de microondas e esperou-se pela total solidificação. As amostras 

de DNA genômico amplificadas por PCR foram preparadas com tampão de amostra à 

concentração final de 1X e água bidestilada. A corrida eletroforética foi feita em TEB 1X. Até 

a completa entrada das amostras no gel foram aplicados 30 mA, depois aumentou-se a 

corrente para 60-80 mA. A migração dos fragmentos de DNA foi acompanhada através de 

transiluminador de luz ultravioleta. Após a corrida, os géis foram fotografados.    

IV.2.10.3 - ELUIÇÃO DE FRAGMENTOS DE DNA   

Os fragmentos de DNA a serem eluídos foram separados por eletroforese em 

gel de agarose. Após a corrida, os fragmentos de DNA foram cortados do gel e transferidos 

para microtubos e cerca de 10µL de capture buffer foram adicionados para cada 10 mg de 

gel. Após agitação em vortex o tubo tipo Eppendorf foi mantido a 60ºC por 15 min, 

misturando sempre e, depois, centrifugado a 12.000 g por 30 seg. A solução foi transferida 

para uma coluna de GFX adaptada a um tubo coletor e incubada por 1 min. a temperatura 

ambiente para, em seguida, ser centrifugado a 12.000 g por 30 seg. A solução do tubo coletor 

foi desprezada e a coluna GFX foi colocada novamente no tubo coletor. 500 L de tampão 

etanólico foi adicionado para remover sais e outro contaminantes. Após uma centrifugação de 

12.000 g por 30 seg., o tubo coletor foi descartado e a coluna foi colocada em tubo tipo 

Eppendorf , adicionando-se água milli-Q para eluição do DNA da coluna à temperatura 

ambiente por 1 min. Procedeu-se a centrifugação a 12.000 g por 30 seg. para recuperação do 

DNA purificado. A amostra eluida foi quantificada em gel de agarose 0,8%. 
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IV.2.10.4 - LIGAÇÃO DO FRAGMENTO GENÔMICO AMPLIFICADO AO  

VETOR  PGEM-T-EASY   

O produto de 800 pb amplificado foi purificado e subclonado no vetor pGEM-

T-Easy seguindo-se os métodos descritos no protocolo do fabricante. A razão molar da 

concentração de DNA do vetor e do inserto foi de 1:4. O sistema de ligação com volume final 

de 10 µL foi composto de: 2,3 µL do inserto (22,5 g/ µL); 0,5 µL de vetor pGEM-T Easy 

(25 g/ µL); 1 L de tampão de enzima (10 X); 1 L de ATP (10 mM) e 0,5 L de T4 DNA 

ligase (4 U). O sistema foi incubado a 16°C por 1 h e mantido a 4°C até o momento da 

transformação, como já descrito anteriormente.   

IV.2.11 

 

ANÁLISE DA EXPRESSÃO DOS TRANSCRITOS  

Para analisarmos a expressão da PbLS, utilizamos a técnica de RT-PCR 

semiquantitativo. Esse método requer produtos amplificados na fase exponencial da reação de 

PCR, e antes de atingir a fase final, quando todos os produtos são limitantes (FREEMAN et 

al., 1999). 

O nível de expressão da PbLS foi avaliado como medida relativa entre os 

RNAs extraídos dos dois tipos de células de P.brasiliensis (micélio e levedura) crescidas in-

vitro. Numa segunda análise avaliamos o nível de transcrito de pneumócitos humanos 

infectados com P.brasiliensis. A quantificação relativa requer o uso de genes constitutivos 

que mostrem níveis de expressão constante.    

IV.2.11.1 

 

EXTRAÇÃO DO RNA TOTAL DE P.brasiliensis NAS FORMAS 

MICÉLIO E LEVEDURA   

IV.2.11.1.1 

 

TRATAMENTO DAS SOLUÇÕES E VIDRARIAS  

Todos os procedimentos para extração e manipulação de RNA foram realizados 

em condições livres de RNAses. Para isso, as vidrarias e louças foram embaladas em papel 
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alumínio, autoclavadas e tratadas em estufa a 180°C por um período de 4 h. Os materiais 

plásticos usados foram novos e também tratados com água DEPC 0,1%, durante 2 h.    

IV.2.11.1.2 

 

EXTRAÇÃO DE RNA (TRIZOL )  

As células de P. brasiliensis, nas formas levedura e micélio foram cultivadas, 

em meio Fava-Neto (FAVA-NETO, 1955), por um período de 7 e 14 dias, respectivamente e, 

foram extraídos os RNAs utilizando-se o método Trizol, seguindo o protocolo do fabricante.   

IV.2.11.1.3

 

SÍNTESE DO CDNA  

As amostras de RNA total extraído das células de micélio e levedura foram 

submetidos à síntese de cDNA utilizando-se o Kit Super SMART PCR cDNA Synthesis 

SMARTTM (Switching Mechanism At 5 end of RNA Transcript) (Clontech BD Biocience), 

segundo as especificações do fabricante.  

Para a síntese da primeira fita de cDNA, foram adicionados em tubos de 500 

µL, 1 µg de RNA e 2,0 µL de oligonucleotídeos CDS(10 pmol/ µL). A mistura foi aquecida a 

42°C por 1,5 min e, em seguida, adicionamos 2,0 µL de oligonucleotídeos CDS (10 pmol/ 

µL); 4,0 µL de tampão 5X da primeira fita; 2,0 µL de dNTP(10 mM);  2,0 µL inibidor de 

RNAse(10 U/µL);  2,0 µL de enzima PowerScript Reverse Transcriptase (200 U/ µL);  0,4 µg 

de DTT(10 Mm) e 1,2 µL de MgCl2(10 mM). As amostras foram incubadas a 42°C por 1,5 h 

em termociclador. Adicionamos 80 µL de TE (10 mM Tris/1 mM EDTA) e incubou-se a 

72°C por 7 min. Para síntese da segunda fita, colocamos 3,0 µL da primeira fita, 10 µL de 

tampão para PCR(10X), 2,0 µL de dNTP(10 mM), 2,0 µL de oligonucleotídeos (10 pmol/ 

µL),  5,0 µL de MgCl2(10 mM),  1,5 µL da enzima Taq Hifi (200 U/ µL) e água milli-Q para 

volume da reação de 100 µL. Os parâmetros de amplificação foram: desnaturação a 94ºC por 

2 min, seguido por 25 ciclos de desnaturação a 94ºC por 1 min e 30 seg., anelamento a 60ºC 

por 1 min e 15 seg. e extensão por 2 min a 72ºC. Uma extensão final a 72ºC por 7 min foi 

realizada. 
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IV.2.11.2 INFECÇÃO DE PNEUMÓCITOS POR CÉLULAS LEVEDURIFORMES 

DE P.brasiliensis  

Células de pneumócitos humanos (A549) foram cultivadas por 16 h em meio 

de cultura completo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Médium) suplementado com 10% 

(v/v) de soro bovino fetal (SBF), inativado a 56ºC. Após este período as células foram lavadas 

por três vezes em meio DMEM e incubadas com 108 células leveduriformes de P.brasiliensis, 

conforme descrito (BARBOSA et al., 2006). As células foram incubadas por 48 h a 37ºC. 

Após este período, as células foram lavadas 3 vezes com PBS e incubadas com PBS contendo 

tripsina (0,2%) e EDTA (0,02%) durante 30 min para completa remoção da monocamada. As 

células foram coletadas por centrifugação 380 g por 5 min e submetidos à extração de RNA. 

Controles de pneumócitos não infectados foram obtidos.    

IV.2.11.3 

 

CONSTRUÇÃO DOS OLIGONUCLEOTÍDEOS  

Para detecção e diferenciação dos níveis de expressão de mRNA de Pbls, 

oligonucleotídeos S-4T3 e AT-4T3 (Tabela 1) foram construídos. Para o controle interno, um 

par de oligonucleotídeos foi construído para amplificar um fragmento de 398 pb do gene l34 

ribossomal (rl34) de P.brasiliensis. Para a detecção da PbLS em pneumócitos infectados com 

células leveduriformes de P.brasiliensis um controle (CP) foi utilizado. Os oligonucleotídeos 

utilizados são mostrados na Tabela 2.  

Tabela 2 - Oligonucleotídeos utilizados para reação de RT-PCR semiquantitativo. 
Oligonucleotídeos Seqüência 

L 34 (senso) 5´-CAAGACTCCAGGCGGCAAC-3

 

L 34 (anti-senso) 5´-GCACCGCCATGACTGACG-3

 

CP-L34(anti-senso)

 

5´-GGTGTGTGCCCAGGCAGAC-3 

CP-L34(senso) 5´-CTGACTCTGTGCTTGTGCC-3´ 
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IV.2.11.4 

 
REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE PARA DETERMINAÇÃO 

DO CICLO IDEAL PARA ANÁLISE SEMIQUANTITATIVA  

O cDNA obtido (item IV.2.13.1.3) foi submetido à reação de PCR para 

determinação do ciclo de amplificação ideal para quantificação do transcrito Pbls. Foram 

testados de 20 a 40 ciclos de amplificação, com intervalo de 5 ciclos, na condição de que o 

produto a ser quantificado fosse claramente visível no gel de agarose e que atingisse a fase 

exponencial da reação, e não a fase final da reação (MARRONE et al., 2001). Cada mistura 

de reação continha um total de 25 L: 0,5 L dos oligonucleotídeos (50 M); 2 L de 

cDNA(15 g/ L); 2 L de dNTP (2,5 mM); 0,3 L de Taq DNA Polimerase (5 U); 2,5 L 

tampão para Taq DNA Polimerase (10X); 1 L de MgCl2(50 mM) e quantidade de água 

milli-Q suficiente para completar o volume da reação. As amplificações foram realizadas em 

termociclador e os parâmetros foram: 94ºC por 2 min, seguido de desnaturação a 94ºC por 45 

segundos, anelamento a 60ºC por 1 min e extensão por 45 seg. a 72ºC e uma extensão final a 

72ºC por 7 minutos. Os produtos de PCR foram separados em gel de agarose 0,8%, corado e 

fotografado sob luz ultravioleta. 
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IV.2.12 - CLONAGEM DO CDNA EM VETOR DE EXPRESSÃO   

IV.2.12.1 - AMPLIFICAÇÃO DO CDNA ATRAVÉS DA REAÇÃO EM CADEIA 

DA POLIMERASE   

O cDNA de 525 pb contendo a região codificante para Pbls foi amplificado, 

via PCR, usando-se os oligonucleotídeos senso e anti-senso (Tabela 1), que contem sítios 

para as enzimas de restrição EcoRI e XhoI, respectivamente. O sistema continha: 1µL dos 

oligonucleotídeos na concentração de 50 µM; 1 µL de cDNA na concentração de 10 g/µL ; 

2,5 µL de dNTPs na concentração de 2,5 mM; 0,5 µL de Taq DNA Polimerase na 

concentração de 5U; 2,5 µL de Tampão 10 X (Taq Polimerase);  1,5 µL  de MgCl2 a 25 mM e 

quantidade de água Milli-Q suficiente para um volume final de 25 µL. Os parâmetros de 

amplificação foram: desnaturação a 94ºC por 2 min, seguido por 25 ciclos de desnaturação a 

94ºC por 1 min e 30 seg., anelamento a 60ºC por 1 min e 15 seg. e extensão por 2 min a 72ºC. 

Uma extensão final a 72ºC foi realizada.   

IV.2.12.2 - PREPARO E ANÁLISE DO INSERTO DE CDNA   

O produto de 525 pb amplificado via PCR foi digerido com as enzimas de 

restrição EcoRI e XhoI. O sistema da reação foi constituído de 55 g de cDNA, 12U de 

enzima EcoRI e 8U da enzima XhoI, 1X de tampão próprio e água Milli-Q para um volume 

final de 30 L. O produto da digestão foi separado por eletroforese em gel de agarose.   

IV.2.12.3 - LIGAÇÃO DO CDNA AO VETOR DE EXPRESSÃO PGEX-4T-3   

O produto de 525 pb amplificado via PCR, digerido com as enzimas de 

restrição EcoRI e XhoI, foi subclonado nos sítios EcoRI/XhoI do vetor pGEX-4T-3 para 

construir pGEX-4T-3-LS. A razão molar da concentração de DNA do vetor e do fragmento 

cDNA foi de 1:5. O sistema foi composto de: 1,8 µL do inserto a 10 g/µL; 1,2 µL de vetor 

pGEX-4T-3 a 25 g/ µL; 5 µL  de tampão de ligação(T4) 1 X ; 1 µL de  ATP 10  mM e 1 µL  

de T4 DNA ligase 4 U .O sistema foi incubado a 16°C por 16 h e depois armazenado a  4°C. 
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O plasmídeo recombinante foi utilizado para transformação em células competentes E.coli 

BL21 por choque térmico.   

IV.2.12.4 PREPARO DE CÉLULAS COMPETENTES PARA 

TRANSFORMAÇÃO POR CHOQU E TÉRMICO EM  E.coli  BL21  

O método utilizado para preparo de células competentes foi descrito por 

INOUE et al. (1990). Uma colônia de E.coli BL21 foi crescida em 5 mL de meio LB líquido, 

a 37ºC, sob agitação de 150 rpm  por 16 h. Uma alíquota de 0,5 mL dessa cultura foi 

inoculada em 250 mL de meio SOB em um frasco com capacidade para 1.000 mL e incubada 

a 37ºC, sob agitação de 150 rpm, até atingir a D.O. de 0,5 em comprimento de onda de 600 

nm. O frasco foi então retirado do agitador e levado a um banho de gelo onde se procedeu ao 

resfriamento da cultura por 10 min. As células foram em seguida coletadas por centrifugação 

a 5000 g a 4ºC, por 5 min e ressuspensas cuidadosamente em 30 mL de CaCl2 100 mM a 4ºC 

e a cultura foi deixada no gelo por mais 30 min. As células foram novamente coletadas por 

centrifugação a 5000 g a 4ºC, por 7 min e ressuspensas gentilmente em 30 mL de CaCl2 100 

mM com 15% de glicerol, gelado. Após esse período a cultura foi aliquotada em quantidades 

de 200 µL, congelada em nitrogênio líquido e estocada a - 80ºC até o momento do uso.    

IV.2.12.5 

 

TRANSFORMAÇÃO DE CÉLULAS E.coli BL21 POR CHOQUE 

TÉRMICO  

O método utilizado para a transformação foi descrito por SAMBROOK et al., 

(1989). Para a transformação as bactérias foram retiradas do freezer -80°C e deixadas no gelo 

por 10 min. O sistema foi constituído de 200 µL de células competentes e 4 µL do sistema de 

ligação. O material foi incubado em gelo por 45 min, e a seguir foi dado um choque térmico à 

temperatura de 42°C por 1 min e 15 seg. Imediatamente as células foram retornadas ao gelo. 

Adicionou-se ao sistema 300 µL de meio SOC e glicose a 20 mM , incubando-se sob lenta 

agitação, a 37°C, por 1 h, com a finalidade de se recuperar as células transformadas. Após 

este período, o sistema foi semeado em placas de Petri contendo meio LB ágar com 

ampicilina a 100 µg/mL e glicose a 20 mM. As placas foram incubadas em estufa a 37ºC por 



      Identificação de um novo Antígeno de Paracoccidioides brasiliensis (Lumazina Sintase) através da Técnica de IVIAT 
Tereza Cristina Vieira de Rezende   

82

16 a 18 h. Para confirmação da clonagem, uma colônia foi submetida à reação de PCR e o 

produto analisado em gel de agarose 0,8% .   

IV.2.13 

 

EXPRESSÃO HETERÓLOGA DA PROTEÍNA RECOMBINANTE  

IV.2.13.1 

 

INDUÇÃO DA EXPRESSÃO DA PROTEÍNA RECOMBINANTE 

rPBLS-GST  

Células de E. coli BL21(DE3) transformadas com o plasmídio pGEX-4T-3 

contendo o cDNA Pbls foram semeadas em placas de Petri contendo meio LB ágar com 

ampicilina a 100 µg/mL e glicose a 20 mM. As placas foram incubadas em estufa a 37ºC por 

16 a 18 h. Uma única colônia de E.coli foi inoculada em meio líquido LB contendo ampicilina 

a 100 µg/mL e glicose 20 mM, e incubada a 37ºC por 16 a 18 h, a 120 rpm. O material 

crescido foi diluído 1:100 em 250 mL de meio líquido LB.  Incubou-se a 37ºC com agitação 

vigorosa até atingir a D.O. de 0,7 0,8, no comprimento de onda de 600 nm. Uma alíquota 

desse material foi retirada para se avaliar o nível de expressão protéica basal na ausência do 

indutor, por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida. Em seguida, adicionou-se IPTG na 

concentração final de 0,05 mM, prosseguindo-se com incubação adicional por 16 h a 

temperatura de 15ºC. A cultura foi centrifugada a 3000 g por 10 min a 4ºC. O sobrenadante 

foi descartado e as células foram ressuspendidas em 50 µL de PBS 1X gelado para cada 1 mL 

da cultura. Uma alíquota desse material foi analisada em gel de poliacrilamida e o restante foi 

estocado a 20ºC.   

IV.2.13.2

 

SOLUBILIZAÇÃO DA PROTEÍNA RECOMBINANTE  

O material obtido foi incubado com Lisozima na concentração final de 100 

µg/mL, por 30 min. O material foi transferido para um sonicador Bransonic Ultrasonic 

Cleaner Branson 2210R, até ocorrer o rompimento das células de E. coli e conseqüente 

liberação das proteínas. Para se amplificar o processo de lise, acrescentou-se ao material 

pérolas de vidro com subseqüentes agitações no vortex. O processo de lise celular foi 

visualizado em microscópio óptico pela montagem de lâminas do material, que foram coradas 
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com fucsina (MERCK), a cada 5 min. Após 60 min de sonicação e solubilização, o lisado de 

E. coli foi filtrado em sistema Millipore (0,45 µm). Em seguida centrifugou-se o material a 

3000 g por 20 min a 4ºC. Coletou-se a fração solúvel que foi estocada a 20ºC. Procedeu-se a 

análise de uma alíquota do material em gel de poliacrilamida.    

IV.2.13.3 

 

PURIFICAÇÃO DA PROTEÍNA RECOMBINANTE  

IV.2.13.3.1 

 

PREPARAÇÃO DA RESINA  

A proteína de fusão foi purificada do lisado bacteriano por cromatografia de 

afinidade sob condições não desnaturantes, usando-se Glutatione Sepharose 4B contida no 

sistema Bulk GST Purification Module. Para a preparação da resina de Glutatione Sepharose 

4B, 1,33 mL do material foi centrifugado por 5 min. a 500 g. O sobrenadante foi descartado e 

a resina foi lavada 3X pela adição de 10 mL PBS 1X, gelado. Posteriormente, a resina foi 

ressuspendida com 1 mL de PBS 1X gelado.    

IV.2.13.3.2 - PURIFICAÇÃO E CLIVAGEM DA PROTEÍNA rPBLS  

Após preparação da resina adicionou-se o lisado de E.coli que foi sonicado e 

solubilizado (item IV.2.11.2), na proporção especificada na Tabela 3. Esta mistura foi 

incubada a temperatura ambiente por 1 h, seguida de suave centrifugação e lavagens da resina 

com 5 ml de PBS 1X, gelado, para cada mL de resina. Em seguida a proteína recombinante 

foi clivada pela adição de 50 µL Trombina protease (50 unidades de clivagem) (Amersham 

Pharmacia Biotech®) e 1,95 mL de PBS 1X. A reação foi incubada à temperatura ambiente 

por 16 h. Após esse período coletou-se o material cromatografado através da coluna. A pureza 

e o tamanho da proteína recombinante foram avaliados em gel de poliacrilamida com 

gradiente de concentração de 5% à 15%, segundo a descrição de LAEMMLI (1970). 
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Tabela 3  Componentes e volumes usados para purificação da proteína. 
Componentes  Volume 

Volume de cultura 1 L 

Volume de sonicado 50 mL 

Glutathione Sepharose 4B 2 mL 

PBS 1X 10 mL 

Trombina 1U/µL 0,05 mL 

  

IV.2.13.4 

 

REATIVIDADE  IMUNOLÓGICA DA LS RECOMBINANTE    

Após a purificação da LS recombinante, a mesma foi fracionada através de 

SDS-PAGE e transferida para membrana de Nitrocelulose. A reatividade imunológica foi 

testada com amostras de soros controle e soros de pacientes com PCM através da técnica de 

Western blotting, descrita no item IV-.2.6.  
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V - RESULTADOS  

V.1 ESQUEMA EXPERIMENTAL DA TÉCNICA IVIAT (In vivo INDUCED 

ANTIGEN TECHNOLOGY)  

Os genes do P. brasiliensis provavelmente expressos durante a infecção foram 

rastreados utilizando-se a técnica do IVIAT (HANDFIELD et al., 2000). Nessa técnica, os 

soros dos pacientes são misturados e adsorvidos com o patógeno crescido em condições de 

cultivo, com a finalidade de se remover os anticorpos que reconhecem antígenos expressos in-

vitro. Uma biblioteca de expressão representativa do patógeno é utilizada e rastreada com 

uma combinação de soros de pacientes coletados durante a infecção e, posteriormente, 

adsorvidos com o patógeno crescido in-vitro. Os clones reativos serão submetidos à 

identificação e caracterização. A Figura 1 representa um resumo da estratégia de IVIAT. 

 

Figura 1 In-vivo Induced Antigen Technology (IVIAT). Soros de pacientes com PCM foram misturados e 

adsorvidos com extrato total de células leveduriformes de Pb 01 crescido in-vitro (passo 1). Uma biblioteca de 

expressão da fase leveduriforme de P.brasiliensis (ATCC MYA826) foi construída no vetor lambda ZAP II 

(passo 2) e as proteínas expressas foram  rastreadas com soro adsorvido (passo 3). Clones reativos foram 

purificados e sequenciados (passo 4).  
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V.2 ADSORÇÃO DOS SOROS DE PACIENTES PORTADORES DE PCM COM 

EXTRATO DE E.coli   

Uma combinação de soros de pacientes com PCM foi adsorvido com extrato de 

células E. coli XL1-Blue MRF . Como mostra a Figura 2B (Linhas 1 e 2), considerável 

declínio na reatividade com proteínas de E.coli foi observado após a adsorção dos soros.   

  

Figura 2 

 

Análise de proteínas de extrato de E.coli através de eletroforese unidimensional e de Western 

blotting. 20 g de extrato de células E.coli XL1-Blue MRF foram fracionados através de eletroforese 

unidimensional. (A) proteínas coradas por azul de Coomassie. (B) Western blotting (Linha 1) reação com soros 

de pacientes com PCM não adsorvidos e diluídos à concentração de 1:100; (Linha 2) reação com soros de 

pacientes com PCM adsorvidos com extrato de E.coli e diluídos à concentração de 1:100. As proteínas foram 

reagidas com anticorpo secundário anti-IgG humano acoplado à fosfatase alcalina. A reação foi revelada com 

BCIP/NBT.   
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V.3 ADSORÇÃO DOS SOROS DE PACIENTES PORTADORES DE PCM COM 

EXTRATO CELULAR TOTAL DE P.brasiliensis  

Uma combinação de soros de pacientes com PCM foi adsorvido com extratos 

protéicos totais de células leveduriformes de P.brasiliensis, isolado Pb 01 (ATCC-MYA-826) 

crescidas in-vitro. Como mostra a Figura 3 (Painéis B e C), declínio na reatividade das 

proteínas do P.brasiliensis foi observado após a adsorção dos soros. 

 

Figura 3 

 

Análise das proteínas de P.brasiliensis através de eletroforese bidimensional e de Western 

blotting. 200 g de extrato protéico de células leveduriformes de P.brasiliensis foram fracionados através de 

eletroforese bidimensional. (A): Proteínas coradas por azul de Coomassie. (B, C e D): Western blotting (B) - 

reação com soros de pacientes com PCM não adsorvidos e diluídos à concentração de 1:100; (C) - reação com 

soros de pacientes com PCM adsorvidos com extrato de células leveduriformes de P.brasiliensis e diluídos à 

concentração de 1:100; (D) - reação com soros de indivíduos controle. As proteínas foram reagidas com 

anticorpo secundário anti-IgG humano acoplado à fosfatase alcalina. A reação foi revelada com BCIP/NBT. Os 

números na parte superior indicam o pH da primeira dimensão e os da esquerda são relativos ao marcador de 

massa molecular de segunda dimensão (SDS-PAGE).  



      Identificação de um novo Antígeno de Paracoccidioides brasiliensis (Lumazina Sintase) através da Técnica de IVIAT 
Tereza Cristina Vieira de Rezende   

88 

V.4 RASTREAMENTO IMUNOLÓGICO DA BIBLIOTECA DE CDNA   

Aproximadamente 1 x 105 fagos da biblioteca de cDNA, construída em 

 
Zap 

II, foram rastreados com soros de pacientes com PCM adsorvidos com extrato de E.coli e 

células leveduriformes de P.brasiliensis. Os clones que mostraram forte sinal foram 

selecionados e identificados sua posição na placa mestra. No rastramento primário, um clone 

(Figura 4, Painel A) foi coletado em tampão SM contendo clorofórmio e, depois, submetido 

ao rastreamento secundário (Figura 4, Painel B). Cinco clones positivos foram submetidos ao 

rastreamento terciário (Figura 4, Painel C.) Um clone positivo de cada placa (Figura 4, 

Painel C), foi retirado e submetido à excisão in-vivo do fagomídeo pBluescript (Stratagene 

Cloning Systems ) em E.coli XL1 blue MRF . A Figura 4 (Painéis A, B e C) mostra as três 

etapas de rastreamento dos clones de cDNA . 
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Figura 4 

 

Etapas do rastreamento imunológico da biblioteca de cDNA utilizando-se a Tecnologia do 

IVIAT. Bactérias E. coli XL1 Blue MRF foram infectadas com fagos da biblioteca de cDNA de P. brasiliensis 

( Zap II) e incubados a 37ºC até o início da lise. As placas de lise foram recobertas com membranas de 

Nitrocelulose saturadas com 10 mM de IPTG e incubadas por 12 h. As membranas foram tratadas com anticorpo 

primário (soros de pacientes com PCM adsorvidos com extrato celular total de P.brasiliensis e de E.coli) diluído 

à 1:100. O anticorpo secundário (Anti-IgG humano acoplado à fosfatase alcalina) foi adicionado à 1:2000 e a 

reação foi desenvolvida com BCIP/NBT. Uma região na placa do rastreamento primário (A) foi retirado e 

submetida ao rastreamento secundário (B). Cinco clones positivos (B.1, B.2, B.3, B.4 e B.5) foram retirados e 

retestados no rastreamento terciário (C). 
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V.5 

 
IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZACAO DE CDNAS DE P.brasiliensis 

CODIFICANTES DE PROTEÍNAS IMUNOGÊNICAS  

V.5.1 

 
SEQÜENCIAMENTO E CARACTERIZAÇÃO DE CLONES DE CDNA  

A partir do rastreamento terciário da biblioteca de expressão um clone de cada 

placa (Figura 4 C) foi selecionado e submetido à excisão in-vivo. O DNA plasmidial do vetor 

pBluescript SK (Stratagene/La Jolla/USA) foi purificado e submetido ao seqüenciamento 

automático no aparelho Megabace 1000. 

As seqüências de cDNA foram comparadas com outras depositadas em banco 

de dados. Um total de 627 nucleotídeos foram seqüenciados (Figura 5) apresentando 36 

nucleotídeos não traduzidos na região 5 e 66 nucleotídeos não traduzidos na região 3 . A 

seqüência apresenta um único quadro de leitura aberto (ORF) codificando uma proteína de 

174 aminoácidos com massa molecular predita de 18,8 kDa e pI de 6,61, segundo o programa 

Peptide Mass (WILKINS et al., 1997). Uma forma abreviada do sinal de poliadenilação 

ATAA é identificada 28 nucleotídeos abaixo do códon de terminação TAG. A comparação 

em banco de dados mostrou identidade com o gene codificante para LS. Em função destes 

resultados o cDNA seqüênciado passou a ser denominado de Pbls. A seqüência foi depositada  

em banco de dados (GenBank) sob o número de acesso DQ081183.  

   
 1                                      M  A  T  L  K  G  L  G  V  S  E  I  H  D  G  S  T  L  R  I  A   
-36 ttctcatatcatcccactacatcaattttactcaaaATGGCTACTCTCAAAGGTTTGGGAGTCTCTGAAATCCATGACGGATCCACTCTGCGCATCGCCA 

 

 22 I  V  H  A  R  W  N  D  T  I  I  A  A  L  V  E  G  A  K  K  A  L  L  A  A  G  V  R  G  S  N  I  V  V 
 65 TCGTCCACGCGCGCTGGAATGACACCATAATCGCCGCCCTGGTGGAGGGGGCGAAGAAGGCTCTGTTAGCCGCTGGTGTGCGGGGGAGTAATATCGTTGT 

 

 56   Q  S  V  P  G  S  W  E  L  P  I  A  M  E  R  I  Y  A  G  S  Q  S  E  Q  P  F  D  A  M  I  A  I  G  
165 GCAGAGCGTGCCGGGGAGTTGGGAGTTGCCTATTGCTATGGAGAGAATATACGCCGGCTCCCAGTCCGAGCAGCCCTTCGACGCGATGATCGCCATTGGC 

 

 89  T  L  I  K  G  E  T  M  H  F  E  Y  I  A  D  A  V  S  H  G  L  M  R  I  Q  L  D  K  D  V  P  V  I   
265 ACCCTAATAAAAGGAGAAACAATGCACTTCGAATACATCGCCGATGCTGTCTCCCACGGACTCATGCGCATACAACTCGATAAAGACGTACCTGTCATAT 

 

122 F  G  V  L  T  V  L  N  E  E  Q  A  L  V  R  A  G  L  A  K  G  E  G  S  A  G  H  N  H  G  E  D  W  G 
365 TCGGGGTGTTGACGGTGTTGAATGAGGAGCAAGCGCTGGTGAGGGCGGGTCTGGCGAAGGGGGAGGGGAGCGCAGGACATAATCATGGGGAGGACTGGGG 

 

156   R  A  A  V  E  L  G  V  K  R  K  Q  W  A  M  G  K  F  S  @                                         

465 ACGCGCTGCGGTTGAGCTTGGTGTGAAGAGGAAGCAGTGGGCAATGGGGAAGTTTTCGTAGggtgtagacacgcatatgttatgtttat ataa tgtggtt 

565 ttatttagtttgaaaaaaaaaaaaaaa   

 

Figura 5: Seqüência de nucleotídeos do cDNA do P. brasiliensis de 627 pb, codificante para LS. Os 

oligonucleotídeos senso e anti-senso (S-4T3 e AT-4T3) construídos para amplificação e obtenção do DNA 

genômico estão sublinhados. Os códons de iniciação e terminação estão em retângulo pontilhado. A região 

3 mostra a seqüência de nucleotídeos consenso para adição de cauda Poli-A e estão marcados em caixa dupla. 
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V.6 - OBTENÇÃO DE FRAGMENTO GENÔMICO CODIFICANTE DA LS, VIA PCR   

O DNA genômico total de P. brasiliensis foi amplificado, via PCR, com o 

objetivo de se obter um fragmento genômico codificante da LS. Para isso, foram construídos 

oligonucleotídeos AT-4T3 e S-4T3 (Tabela 1) baseados na seqüência dos nucleotídeos de 

seqüência de cDNA. A Figura 6 mostra o fragmento amplificado de 800 pb, que foi 

quantificado e eluído do gel de agarose 0,8%, e em seguida, clonado em vetor pGEM-T-Easy 

(Promega Co., Madison, USA) para posterior sequenciamento.   

  

Figura 6  Produto de PCR obtido por amplificação do DNA genômico: Análise por eletroforese em gel de 

agarose 0,8%, corado com brometo de etídeo, do fragmento de 800 pb, obtido por amplificação do DNA 

genômico total de P. brasiliensis, utilizando-se os oligonucleotídeos AT-4T3 e S-4T3. O fragmento foi 

subclonado em vetor pGEM-T-Easy (Promega) e submetido a seqüenciamento. Os números a esquerda referem-

se ao padrão de tamanho 1 Kb Ladder (GIBCO TM Invitrogen Corporation) e a seta à direita refere-se ao 

tamanho calculado do fragmento obtido.        
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Após o sequenciamento a seqüência genômica completa foi obtida e 

comparada com a cDNA utilizando-se o programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1990), como 

mostra a Figura 7. As análises revelaram um total de 800 pb, codificando uma proteína de 

174 resíduos de aminoácidos (Pbls) e depositada em banco de dados (GenBank) sob o número 

de acesso DQ186604. O gene homólogo do P.brasiliensis contém três exons interrompidos 

por dois íntrons. O primeiro íntron possui 110 pb e localiza-se na posição 80-189; o segundo 

possui 165 pb e localiza-se na posição 320-484.Todas as seqüências intervenientes são 

flanqueadas por 5 GT e 3 AG (Figura 7).   

  1                                      M  A  T  L  K  G  L  G  V  S  E  I  H  D                        
-36 ttctcatatcatcccactacatcaattttactcaaaATGGCTACTCTCAAAGGTTTGGGAGTCTCTGAAATCCATGACGgtatgcaatacaccatacgcc 

 

 15                                                                                          G  S  T  L  
 65 actcacgccaatgcaatcgataaccccgcaccataccaaccaattgctaacaaaatgtcaaatatatatatatatatatatatgtatagGATCCACTCTG 

 

 19  R  I  A  I  V  H  A  R  W  N  D  T  I  I  A  A  L  V  E  G  A  K  K  A  L  L  A  A  G  V  R  G  S   
165 CGCATCGCCATCGTCCACGCGCGCTGGAATGACACCATAATCGCCGCCCTGGTGGAGGGGGCGAAGAAGGCTCTGTTAGCCGCTGGTGTGCGGGGGAGTA 

 

 52 N  I  V  V  Q  S  V  P  G  S  W  E  L  P  I  A  M  E  R                                              
265 ATATCGTTGTGCAGAGCGTGCCGGGGAGTTGGGAGTTGCCTATTGCTATGGAGAGgtattgtattcccatacttttcttattgtctgcttggatcggagt 
365 gtcggccatggtgtggattttcaatgcgatataattatccgatttatgggattcctttgaggtttggtgcaaggggagagtggtgcgatatcatggcatt 

 

 71                       I  Y  A  G  S  Q  S  E  Q  P  F  D  A  M  I  A  I  G  T  L  I  K  G  E  T  M   
465 aaaaaaaaggcccaatatagAATATACGCCGGCTCCCAGTCCGAGCAGCCCTTCGACGCGATGATCGCCATTGGCACCCTAATAAAAGGAGAAACAATGC 

 

 97 H  F  E  Y  I  A  D  A  V  S  H  G  L  M  R  I  Q  L  D  K  D  V  P  V  I  F  G  V  L  T  V  L  N  E 
565 ACTTCGAATACATCGCCGATGCTGTCTCCCACGGCCTCATGCGCATACAACTCGATAAAGACGTACCTGTCATATTCGGGGTGTTGACGGTGTTGAATGA 

 

131   E  Q  A  L  V  R  A  G  L  A  K  G  E  G  S  A  G  H  N  H  G  E  D  W  G  R  A  A  V  E  L  G  V  
665 GGAGCAAGCGCTGGTGAGGGCGGGTCTGGCGAAGGGGGAGGGGAGCGCAGGACATAATCATGGGGAGGACTGGGGACGCGCTGCGGTTGAGCTTGGTGTG 

 

164  K  R  K  Q  W  A  M  G  K  F  S  @                                                                  
765 AAGAGGAAGCAGTGGGCAATGGGGAAGTTTTCGTAGggtgtagacacgcatatgttatgtttatataatgtggttttatttagtttg   

 

            

 

Figura 7 - Seqüência de nucleotídeos do fragmento genômico, de cDNA e da seqüência de aminoácidos da 

PbLS. O sequenciamento dos nucleotídeos revelou 800 pb codificando uma proteína de 174 resíduos de 

aminoácidos caracterizada como LS. A região sombreada representa os oligonucleotídeos construídos para 

amplificação da seqüência descrita. Os íntrons estão representados em letras minúsculas e os nucleotídeos em 

itálico indicam a seqüência conservada consenso 5 e 3 dos íntrons. A numeração para a seqüência dos 

aminoácidos começa com a metionina codificada pelo primeiro códon de iniciação e termina no códon de 

terminação, ambos sublinhados. 
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V.6.1 ANÁLISES COMPARATIVAS DOS AMINOÁCIDOS DA PROTEÍNA DE 

18,8 KDA E PI DE 6,61 COM SEQÜÊNCIAS DEPOSITADAS EM BANCOS DE DADOS  

A seqüência de aminoácidos que codificam para PbLS foi comparada com 

outras seqüências depositadas no banco de dados. As análises computacionais revelaram 

identidade com LS de Magnaporthe grisea, Neurospora crassa, Gibberella zeae e 

Cryptococcus neoformans var. neoformans (Tabela 4). Os valores de identidade entre a 

seqüência deduzida de aminoácidos de PbLS e outras depositadas em bancos de dados 

variaram entre 46% a 59%.   

Tabela 4 

 

Comparação entre a seqüência deduzida de aminoácidos do PbLS com outras 
depositadas em banco de dados. 

SSEEQQÜÜÊÊNNCCIIAA        AAcceessssoo  GGeennBBaannkk  IIddeennttiiddaaddee  ((%%))  SSiimmiillaarriiddaaddee  ((%%))  

M.grisea XM_ 362181.1 59% 68% 

N.crassa  XP_ 332062.1 59% 64% 

G.zeae AACM01000058.1 58% 68% 

C.var.neoformans AE0173 46% 60% 

 

A seqüência deduzida de aminoácidos de Pbls também foi comparada com 

outras através de alinhamento, utilizando-se o programa CLUSTAL X (THOMPSON et al., 

1997), como mostra a Figura 8. Na seqüência de aminoácidos foram observadas regiões de 

identidade entre a LS de P.brasiliensis quando comparada com LS de M. grisea, N. crassa, G. 

zeae e C. neoformans var. neoformans.  

O alinhamento (Figura 8) mostra que existem quatro resíduos invariantes, 

Gly60(Glicina), Gly88, Pro119(Prolina) e Gly138 na LS de P.brasiliensis, em concordância com 

outras seqüências. A LS contém 20 resíduos de glicina, sendo 13 altamente conservados. Das 

4 prolinas, 3 são altamente conservadas. Na LS de M. grisea, os resíduos de glicina são 

necessários para manutenção da dobra da hélice e para arquitetura do sítio ativo (PERSSON 

et al., 1999). Os aminoácidos que provavelmente fazem parte do sítio ativo são bem 

conservados e estão destacados na Figura 8. O provável sítio catalítico foi identificado nas 

posições Trp27, His97 e Arg136 e mostraram-se bastante conservados em todas as LS 

homólogas. Os aminoácidos Lys135 (Lisina) e Glu138 (Glutamato) foram encontrados na PbLS, 

mas em locais distantes, nas posições 141 e 131, respectivamente. Estudos de mutação com 
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esses dois aminoácidos inativaram completamente a LS de A. aeolicus (ZHANG et al., 2003). 

Dois sítios possíveis de fosforilação foram encontrados nas posições 3-5 e 17-19. 

Aminoácidos envolvidos na glicosilação estão presentes na posição 28-31. 

Os resíduos de aminoácidos envolvidos na ligação ao anel aromático da 

pirimidina e ao grupo ribitil, ambos do substrato 1,  foram encontrados na PbLS e mostram-se 

conservados. Diversos resíduos responsáveis pela estabilidade do pentâmero na LS de 

B.subtillis também foram encontrados na PbLS e são mostrados na Figura 8.  

A Figura 8 mostra a comparação da PbLS com seqüências de LS de outros 

Eucariotos.     
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Figura 8 - Alinhamento entre a seqüência de aminoácidos do cDNA codificante para LS de P. brasiliensis 

(Pbls) com LS de outros organismos eucariotos. Os asteriscos (*) indicam posição de identidade completa, 

dois pontos (:) indicam substituições conservadas e um ponto (.) indica uma substituição semiconservada. As 

regiões pertencentes ao provável sítio ativo são mostradas em vermelho. Os potenciais sítios de fosforilação 

estão sublinhados e os possíveis sítios de glicosilação estão em duplo sublinhado. As setas horizontais 

representam os aminoácidos potenciais para conformação folha-beta e as linhas horizontais correspondem à 

conformação alfa-hélice. As setas verticais representam os prováveis aminoácidos envolvidos na catálise. Os 

prováveis resíduos responsáveis pela estabilidade do pentâmero estão sombreados de amarelo. Os aminoácidos 

provavelmente envolvidos na ligação ao anel pirimidina do substrato 1 estão em retângulo verde; os aminoácidos 

prováveis no estabelecimento de pontes de hidrogênio com a pirimidina do substrato 1 estão em retângulo azul. 

Os aminoácidos prováveis de ligação a cadeia ribitil do substrato 1 estão em retângulo roxo. O retângulo 

alaranjado representa o aminoácido serina 61 envolvido tanto na ligação com o anel pirimidina quanto com a 

cadeia ribitil do substrato 1  
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V.7 

 
ANÁLISE DE EXPRESSÃO DA LS POR RT-PCR SEMIQUANTITATIVO   

A quantificação relativa dos níveis de expressão gênica envolveu a otimização 

da reação de RT-PCR. A análise semiquantitativa dos diferentes níveis de expressão de 

mRNA entre as fase micélio e levedura foi realizada com à relação da diferença de 

intensidade entre o produto amplificado por RT-PCR em micélio e levedura, usando o 

programa Scion Image Beta 4.03. Como mostra a Figura 9 (Painel A) o transcrito codificante 

de Pbls foi 1,15 vezes mais expresso na fase leveduriforme, quando comparado com a forma 

miceliana. O transcrito l34 utilizado no controle da reação teve sua expressão constante. O 

Painel B mostra a amplificação de Pbls em pneumócitos infectados com P.brasiliensis na 

forma leveduriforme, sugerindo que esse transcrito seja expresso durante a infecção do fungo 

em tecidos do hospedeiro. Um controle da cultura de pneumócitos foi realizado e não 

apresentou a presença do Pbls (Figura 9- Painel B).  
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Figura 9 

 

Validação dos resultados IVIAT por RT-PCR semiquantitativa. A análise de RT-PCR foi 

realizada com oligonucleotídeos específicos, como descrito. Painel A: Os números na barra indicam uma 

diferença relativa entre a expressão do gene Pbls em leveduras e de micélio, estabelecido por análise 

densitométrica. Nomes dos clones estão escritos à esquerda da figura. Os tamanhos dos fragmentos amplificados 

foram: Pbls (525 pb); l34(398 pb). Amostras de cDNA utilizadas foram extraídas de RNAs de: células 

leveduriformes (L) cultivadas in-vitro, micélio (M) cultivado in-vitro. A proteína L34 foi utilizada como controle 

interno da reação e não mostrou variação. Painel B: Detecção do transcrito de Pbls (525 pb) em pneumócitos 

humanos infectados com levedura de P.brasiliensis. IP-pneumócitos infectados, CP-cultura controle de 

pneumócito. Reações controle foram realizadas com oligonucleotídeos da proteína ribossomal l34 (l34 C+) de 

pneumócitos. 
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V.8 EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DA PROTEÍNA RECOMBINANTE PBLS  

V.8.1 

 
CLONAGEM DO CDNA EM VETOR DE EXPRESSÃO PGEX-4T-3  

O cDNA codificante de Pbls foi digerido com as enzimas de restrição EcoRI e 

XhoI e clonado em fase de leitura no vetor de expressão pGEX-4T-3 para obter uma 

construção pGEX-4T-3-ls em fusão com a proteína glutatione S transferase (GST). Após a 

transformação de E.coli BL21(DE3) uma colônia bacteriana foi submetida à amplificação via 

PCR, utilizando-se os oligonucleotídeos S-4T3 e AT-4T3, e em seguida, os produtos foram 

analisados em gel de agarose 0,8% (Figura 10). O tamanho do fragmento esperado 

corresponde a 525 pb, o que confirma a clonagem.   

  

Figura 10 

 

Análise eletroforética da transformação do plasmídeo pGEX-4T-3-ls em E.coli BL21. Uma 

colônia proveniente da transformação em E.coli BL21 foi submetida à amplificação via PCR, realizada com os 

oligonucleotídeos S-4T3 e AT-4T3. Após a amplificação, parte do sistema da reação foi analisada em gel de 

agarose 0,8%. O número à direita refere-se ao tamanho calculado do produto amplificado.  
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V.8.2 

 
ANÁLISE DA EXPRESSÃO DA RPBLS   

A síntese da proteína recombinante fusionada à GST foi induzida com 0,05 

mM de IPTG. A análise da expressão da rPbLS de P. brasiliensis foi realizada através 

eletroforese unidimensional dos produtos protéicos induzidos em um clone da bactéria E. coli 

BL 21 contendo o plasmídeo pGEX-4T-3-Pbls. Uma proteína de 48,8 kDa (referente à massa 

molecular da proteína de fusão de 29 kDa da GST e 18,8 kDa da PbLS) foi observada no 

clone induzido pela adição de 0,05 mM de IPTG (Figura 11, Linha 2).    

  

Figura 11 Análise em SDS-PAGE da Expressão da rPbLS. Células da bactéria E. coli BL 21 contendo o 

plasmídeo pGEX-4T-3-PbLS foram crescidas a 37ºC até atingir uma D.O.(600 nm) de 0,7-0,8 e coletadas antes 

(Linha 1) e após (Linha 2) a incubação por 16 h a 15ºC com IPTG 0,05 mM.. As proteínas foram fracionadas em 

eletroforese unidimensional sob gradiente de 5% e 15% e coradas por azul de Coomassie. Os números à 

esquerda representam o marcador de massa molecular e a direita referem-se a massa molecular da proteína 

recombinante. 
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V.8.3 - PURIFICAÇÃO E CLIVAGEM DA PROTEÍNA rPbLS   

O vetor pGEX-4T-3 possui um promotor tac que é quimicamente indutível e 

contém sítios para reconhecimento para Trombina, sendo possível separar a GST da proteína 

de interesse (Protocolo Kit Bulk GST Purification Module Amersham Pharmacia 

Biotech ). 

A proteína de fusão rPbLS-GST produzida em E.coli BL 21 foi inicialmente 

solubilizada e, em seguida, purificada através de cromatografia de afinidade em resina 

Glutathione Sepharose 4B (Amersham Pharmacia Biotech ). Após a proteína fusionada 

GST ter sido ligada à matriz, procedeu-se à clivagem ainda na coluna, pela adição de 

Trombina. Como pode observar-se na Figura 12, a proteína recombinante de 48,8 kDa, cuja 

expressão foi induzida por IPTG, foi purificada e clivada obtendo-se um produto de 18,8 kDa.  

 

Figura 12 

 

Análise em SDS-PAGE da proteína recombinante rPbLS. A proteína foi expressa em E.coli BL 

21, ligada em resina Glutathione Sepharose 4B e clivada após adição de Trombina. O material foi fracionado em 

gel de gradiente 5% a 15 % (SDS-PAGE) e as proteínas coradas por azul de Coomassie. Linha 1 - Extrato de 

E.coli BL 21 contendo o plasmídeo pGEX-4T-3-ls, na ausência de IPTG; Linha 2 - Extrato de E.coli BL 21 

contendo o plasmídeo pGEX-4T-3-ls, na presença de IPTG (0,05 mM); Linha 3 - rPbLS purificada (18,8 kDa); 

Linha 4 - Proteína de 29 kDa referente a GST. Os números à esquerda representam o marcador de massa 

molecular e à direita à massa molecular da proteína purificada e da GST. 
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V.9 

 
ANÁLISE DA REATIVIDADE IMUNOLÓGICA DA PROTEÍNA PBLS 

RECOMBINANTE COM SOROS DE PACIENTES PORTADORES DE PCM   

Para avaliarmos o potencial imunogênico da proteína recombinante PbLS 

testamos a reação da proteína rPbLS com soros de pacientes portadores de PCM, como 

mostra a Figura 13. A proteína de 18,8 kDa é reconhecida pelos soros de pacientes (Linhas 1 

e 2) e não é reativa com soros controle (Linhas 3 e 4).    

  

Figura 13

 

Western blotting da proteína rPbLS com soros de pacientes com PCM. A proteína rPbLS 

expressa em E.coli BL21, foi purificada e fracionada através de eletroforese unidimensional em gel de gradiente 

5% e 15%. Em seguida, foi transferida para membrana de nitrocelulose, a qual foi reagida com soros de dois 

pacientes com PCM (diluídos 1:100) (Linha 1 e 2) e soros controle diluídos 1:100 (Linhas 3 e 4). Após reação 

com o anticorpo anti-IgG humano acoplado à fosfatase alcalina, procedeu-se a revelação por BCIP/NBT.    
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VI  DISCUSSÃO  

A interação entre fungos patogênicos e seus hospedeiros durante a infecção é 

muito complexa, envolvendo múltiplos fatores produzidos pelo patógeno e pelos mecanismos 

de resistência do hospedeiro (THEIB et al., 2002). O patógeno é capaz de adaptar-se dentro 

da célula do hospedeiro causando, assim, a infecção. Qualquer função que contribua para a 

adaptação do fungo nesse ambiente pode ser percebida como um determinante de virulência e, 

sua seqüência de DNA cognata é definida como gene de virulência, os quais devem ser 

modulados por sinais genéticos e do micro ambiente (MAHAN et al., 2000). Pouco é 

conhecido acerca da virulência do P. brasiliensis, mas sabe-se que diversos tipos de isolados 

influenciam a relação parasito-hospedeiro, como demonstrado por ZACCHARIAS et al., 

(1986) e FRANCO et al., (1993). 

Nosso objetivo foi identificar determinantes antigênicos que são mais 

expressos durante a infecção. Diversas tecnologias têm sido desenvolvidas para identificar 

esses genes. Essas incluem: (1) IVET (Tecnologia da expressão in-vivo), uma estratégia 

baseada na inserção aleatória de fragmentos DNA genomico de um patógeno em fase ao gene 

repórter lacZ (codifica a enzima galactosidase). O gene lacZ é fundido à região promotora 

do gene de interesse e a expressão desse gene irá permitir a sobrevivência do microorganismo 

dentro do modelo animal. Apenas os patógenos recuperados do hospedeiro que expressar o 

gene repórter, sob controle do gene induzido in-vivo, serão selecionados. (HEITHOFF et al., 

1997; MAHAN et al., 1995; MERRELL e CAMILLI, 2000). (2) RIVET (Tecnologia da 

expressão in-vivo baseada na recombinase) é designada para monitorar a expressão gênica 

durante a infecção. É uma adaptação do IVET e é baseada na fusão transcricional de 

promotores dos genes induzidos in-vivo, expressos transitoriamente ou em baixos níveis. (3). 

DFI (Fluorescência da indução diferencial): é um método de seleção positiva dos genes 

induzidos in-vivo durante a infecção de culturas de células. Baseia-se na expressão da proteína 

fluorescente verde (GFP) como gene repórter e a expressão gênica é monitorada em tempo 

real. Nessa técnica, o fragmento do DNA genomico é fusionado aleatoriamente em fase ao 

gene gfp sem o promotor, seguido pela inserção no patógeno. O patógeno bactéria que tiver a 

fusão gfp e o DNA é selecionado para infectar células de mamíferos. O (4) FACS 

(Fluorescence ativated cell sorting - rastreamento de células ativadas por fluorescência) é 

utilizado para identificar e isolar a bactéria que expressa a GFP fusionada, liberada das células 

lisadas e comparado com fluorencência do patógeno crescido em condições de cultivo. Tanto 
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o IVET quanto a DFI que não diferenciam genes que são expressos in-vitro daqueles 

expressos durante a infecção. São técnicas que baseiam-se na fusão transcricional e não 

detectam genes que são regulados a nível pós-transcricional (HAUTEFORT e HINTON, 

2000). (4) SMT (Mutagênese direcionada a um seqüência): é uma técnica de seleção negativa 

utilizada na identificação de genes envolvidos na virulência e na sobrevivência intracelular, 

empregando-se transposons. Os mutantes são obtidos em cultura bacteriana e posteriormente, 

utilizados na infecção de macrófagos in-vitro, permitindo a verificação da incapacidade de se 

estabelecerem dentro das células. Tem a desvantagem de necessitar passagem por um animal. 

(5) Hibridização subtrativa: é baseada no isolamento de RNAm do patógeno crescido sob 

condições de cultivo (células infectadas ou modelo animal) e usado para gerar cDNA. Esse 

cDNA é utilizado para subtrair os genes constitutivamente expressos por hibridização. O 

cDNA não hibridizado é usado para identificar os genes induzidos in-vivo, do patógeno em 

estudo (HAUTEFORT & HINTON, 2000). (6) DD (apresentação diferencial) é uma técnica 

de hibr 

idização subtrativa que envolve a construção de uma biblioteca de cDNA 

apartir do RNA mensageiro do patógeno crescido em diferentes condições. O cDNA do 

patógeno extraído do tecido infectado é hibridizado com a biblioteca de cDNA do patógeno 

crescido em codições de cultivo. Os cDNAs resultantes e específicos do hospedeiro são 

usados como sonda para isolar genes que são preferencialmente expressos no tecido do 

hospedeiro. Pode ser usado para detectar genes expressos in-vivo que são muito ou pouco 

regulados (MAHAN et al., 2000). Tanto a hibridização subtrativa quanto a DD não 

demonstram se a expressão de um gene particular é requerida para um aspecto particular da 

virulência, sendo necessário ser submetido a mutações genéticas e estudos de virulência num 

modelo apropriado. (7) SAGE (Análise serial da expressão gênica) envolve a extração do 

RNAm do tecido e a transcrição reversa para cDNA e pode ser usada para analisar e 

quantificar um grande número de transcritos (VELCULESCU et al., 1995). (8) SCOTS 

(Captura seletiva das seqüências transcritas) é um outro método de hibridização subtrativa 

desenvolvido para comparar indução gênica durante infecção em culturas de células ou em 

modelo animal. Tem a vantagem de detectar baixa quantidade de RNAm, mas não pode ser 

usado para quantificar níveis de expressão gênica in-vivo por necessitar de normalização do 

cDNA (HAUTEFORT e HINTON, 2001).  

O IVIAT é uma nova técnica que permite identificar genes do patógeno que 

são induzidos durante infecção, sem a necessidade de passagem por um modelo animal ou in-

vitro (HAUTEFORT e HINTON, 2001). O IVIAT é baseado no rastreamento imunológico 
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de uma biblioteca de expressão do patógeno em estudo com vários soros obtidos de pacientes 

infectados por este organismo (HANDFIELD et al., 2000). Em cada bateria de soros são 

retirados os anticorpos que reagem com proteínas constitutivamente expressas. O IVIAT é 

aplicável a todos os organismos procarióticos e eucarióticos e tem a grande vantagem de não 

utilizar modelo animal, além de ser uma técnica fácil e simples (HAUTEFORT e HINTON 

2001). CHENG et al., (2003) utilizaram a tecnologia de IVIAT para identificar possíveis 

genes envolvidos com a virulência de C. albicans. Foram identificados vários genes 

relacionados a processos biológicos e importantes para a sobrevivência do patógeno dentro do 

hospedeiro, incluindo genes relacionados a: regulação da morfogênese, adesão às células do 

hospedeiro, produção de nutrientes, biossíntese de fosfolipídios, catabolismo de aminoácidos 

e transporte. Nosso laboratório tem utilizado a técnica de IVIAT, que resultou previamente na 

identificação do gene codificante para DOPA descarboxilase de P. brasiliensis (dados não 

publicados) que catalisa, possivelmente, a conversão de triptofano a triptamina e CO2. Nesse 

estudo atual, nós identificamos um gene (lumazina sintase) que pode estar envolvido nos 

processos biológicos de oxidação e redução, que é crucial para a sobrevivência do patógeno.  

Uma combinação de onze soros de pacientes com PCM foi adsorvido com 

extrato de células leveduriformes de P.brasiliensis crescidas in-vitro, para remoção de 

anticorpos reativos com proteínas expressas em condições de cultivo. Houve uma progressiva 

diminuição da reatividade, confirmando que a etapa de adsorção teve êxito. Os soros de 11 

pacientes com diagnóstico clínico e imunológico (imunodifusão e imunoprecipitação) de 

PCM foram combinados para serem utilizados nos experimentos de adsorção e no 

rastreamento da biblioteca de expressão. Do total de onze soros coletados, dez foram 

provenientes de indivíduos do sexo masculino, todos eles com idade superior a trinta anos, 

sendo que apenas um apresentava disseminação da doença. Sangue de um indivíduo do sexo 

feminino com idade inferior a 30 anos foi coletado. Com relação à procedência, verificou-se 

que nove pacientes foram provenientes da zona rural, sendo todos relacionados às atividades 

agrícola e pecuária.  

O rastreamento da biblioteca de expressão com os soros de pacientes 

adsorvidos resultou em 45 clones que foram reativos até o terceiro rastreamento imunológico. 

Um clone reativo foi aleatoriamente selecionado, isolado e seqüenciado. O cDNA apresentou 

homologia a lumazina sintase (LS) e apenas um quadro de leitura aberto (ORF) codificando 

para uma proteína de 174 aminoácidos denominada PbLS, com massa molecular predita de 

18,6 kDa e pI de 6,6. O ATG na posição 157 codifica para a possível metionina iniciadora que 
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está no contexto de um sítio consenso de iniciação (KOZAK, 1986). Um sinal de 

poliadenilação é encontrado 29 nucleotídeos após o códon de terminação TAG. 

Para obtenção do gene codificante para LS foram construídos 

oligonucleotídeos e o DNA total de P. brasiliensis foi utilizado para amplificação, via PCR. 

Um fragmento de 800 pb foi submetido a sequenciamento em ambas as fitas obtendo-se, 

assim, as o gene codificante para lumazina sintase de P.brasiliensis. A seqüência genômica 

foi denominada Pbls e apresentou três exons intercalados por dois introns. Os introns 

localizam-se nas posições 80-189 e 320-484, com 110 e 165 pb, respectivamente. 

Comparações da seqüência de aminoácido da PbLS mostraram identidade com outros 

organismos como, M .grisea, N. crassa, G. zeae e C. neoformans var. neoformans.  

Os elementos da estrutura secundária da PbLS foram definidos pelo programa 

FUGUE (http://www-cryst.bioc.cam.ac.uk/cgi-bin/cgiwrap/kenji/fugue/align.cgi) e 

comparadas com outros organismos, apresentando uma estrutura na forma 

2 1 3 2 4 3 5 4 5, refletindo a equivalência da topologia da PbLS com a LS de outros 

organismos estruturalmente estudados (FORNASARI et al., 2004). Com relação à possível 

estrutura quaternária e a montagem da PbLS, podemos observar que PbLS não apresenta 

resíduo de prolina nos onze primeiros aminoácidos na região N-terminal. FORNASARI et al. 

(2004) descreveram que a presença de prolina na região N-terminal não é um determinante na 

montagem da LS. Foi verificado que enzimas icosaédricas possuem prolina nessa região e 

algumas enzimas pentaméricas não possuem esse aminoácido nessa região, contradizendo o 

critério estabelecido por alguns autores (GERHARDT et al., 2002). Portanto, a ausência da 

prolina na região N-terminal da PbLS não exclui a possibilidade de esta ser uma enzima 

pentamérica, a forma estrutural encontrada na LS de fungos e leveduras. 

Os motivos (G[T/G]K[A/H]GN) existentes entre as hélices 4 e 5 e 

envolvidos na formação de capsídeo (MORGUNOVA et al., 2005) estão ausentes na LS de 

P.brasiliensis. A LS de S. pombe apresenta inserção de um único resíduo de leucina na região 

entre 4 e 5, o que a torna incapaz de formar o capsídeo (GERHARDT et al., 2002). No 

entanto, verificamos uma inserção desse mesmo resíduo na posição 139, no final das hélices 

4 e 5, sugerindo que na enzima de P. brasiliensis esse mesmo resíduo também possa 

impedir a montagem da cadeia polipeptídica na forma de capsídeo. Os estudos de 

FORNASARI et al. (2004) revelaram que nem todas as seqüências pentaméricas apresentam 

inserções nessa região. Estudos de cristalografia deverão ser necessários para definir a forma 

quaternária da PbLS.  

http://www-cryst.bioc.cam.ac.uk/cgi-bin/cgiwrap/kenji/fugue/align.cgi
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MEINING et al. (2000) descreveram os resíduos de aminoácidos da LS de 

B.subtillis que contribuem para estabilidade do pentâmero (Met1, Ile48, Arg21, Met146, Val53, 

Pro110, Phe113, Glu145, Tyr91, Lys64, Pro54, Gln123 e Thr86) são bastante conservados; ao 

contrário dos resíduos envolvidos no contato icosaédrico (Arg40, His41, Gln5, Asp36, Val9, 

Asp36, Lys29, Asp24, Glu126, Phe25, Phe22, Thr130) que são pouco conservados. Uma inspeção 

do alinhamento da seqüência do P. brasiliensis mostra que esses resíduos envolvidos na 

estabilidade do pentâmero são também bastante conservados na PbLS. 

A identificação dos aminoácidos provavelmente envolvidos no sítio ativo da 

PbLS foi baseado no modelo da LS de S. cerevisiae. MEINING et al. (2000) descreveram os 

aminoácidos que contribuem em cada subunidade: a subunidade 1 contribui com os resíduos 

26 (localizado entre 2 e 1), 58-62 (conectando 3 e 2), 89-101(envolvendo 4 e 3). A 

subunidade 2 contribui com os resíduos 121-123 ( 5), 136 ( 4), 146-155 ( 5). Resíduos 

similares foram encontrados na LS de P. brasiliensis. Como esses resíduos mostraram-se 

conservados, sugere-se um possível envolvimento desses aminoácidos na formação do sítio 

ativo da PbLS. 

Os resíduos Trp26, Leu91, Ile101, Ile91 e Ser61 envolvidos na ligação da LS ao 

anel pirimidina do substrato 1 (MEINING et al., 2000) foram encontrados na PbLS. Os 

aminoácidos Tyr62(tirosina), Ser61(serina), Glu63(glutamato) e Phe122(fenilalanina) que 

formam um grande número de contatos com a cadeia ribitil (MEINING et al., 2000) também 

se apresentam conservados na PbLS.  

Os resíduos envolvidos no mecanismo catalítico da LS de A. aeolicus são 

conservados em PbLS. A Arg127, que faz uma interação iônica com o grupo fosfato do 

substrato 2 (ZHANG et al., 2003) é encontrada altamente conservada na posição 136. A 

transferência de prótons realizada pela His88, poderia corresponder à posição His97 na PbLS, 

como evidenciado na LS de outros fungos como de S. cerevisiae (MEINING et alii., 2000), S 

.pombe (GERHARD et al., 2002) e M. grisea (PERSSON et al., 1999). O aminoácido Phe22, 

substituído pelo Trp em leveduras e fungos (PERSSON et al., 1999) ocupa a posição 27 na 

PbLS, semelhante à LS de S. cerevisiae (MEINING et al., 2000) S. pombe (GERHARD et 

al., 2002) e M. grisea (PERSSON et al., 1999). Na PbLS encontramos os aminoácidos 

Lys135(lisina) e Glu138(glutamato) em locais distantes, nas posições 141 e 131, 

respectivamente. Na LS de M. tuberculosis esses resíduos de aminoácidos foram substituídos 

por Lys138 e Gln141(glutamina), respectivamente. Essa alteração impede a formação de 

interações iônicas com o fosfato do substrato 2, resultando num decréscimo da velocidade da 

reação enzimática da LS (MORGUNOVA et al., 2005). Em relação a outras LS, os 
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aminoácidos envolvidos no sítio ativo e na catálise da PbLS apresentam-se conservados. No 

entanto, caracterização estrutural por cristalografia será necessária e irá confirmar ou redefinir 

essas informações, as quais irão contribuir para o desenvolvimento de inibidores da LS. 

A clonagem, expressão e purificação da proteína recombinante LS foram 

realizadas em sistema heterólogo. O objetivo foi de se iniciar estudos funcionais da proteína e 

da reatividade imunológica com soros de pacientes com PCM. O cDNA de 525 pb foi 

subclonado nos sítios EcoRI/XhoI do vetor de expressão pGEX-4T-3. O plasmídeo contendo 

o cDNA sob controle do promotor tac, produziu a proteína PbLS fusionada ao domínio GST, 

após indução com IPTG. A proteína recombinante foi purificada e clivada com trombina 

exibindo uma banda monomérica com massa molecular em torno de 18 kDa, quando 

submetida à análise no SDS-PAGE, o que está de acordo com a massa molecular predita para 

LS na sua composição de aminoácidos. 

A detecção de anticorpos em testes sorológicos pode ser útil para um rápido 

diagnóstico da PCM (CAMARGO et al., 1984, 1988), mas esse teste pode ser dificultado por 

variações nas preparações do antígeno (FRANCO et al., 1996). Para se investigar a 

reatividade imunológica da LS de P.brasiliensis a proteína rPbLS purificada foi submetida à 

análise através de Western blotting. Os resultados mostraram que a rPbls é reconhecida por 

soros de pacientes com PCM e não por soros de indivíduos controle, em concordância com 

estudos anteriores, no qual a LS de B.abortus tem-se mostrado um marcador útil no 

diagnóstico sorológico da brucelose em humanos e em animais (GOLDBAUM et al., 1993; 

BALDI et al., 1996; BALDI et al., 1997). 

A patogenicidade do P. brasiliensis está ligada ao dimorfismo, por isso a 

importância da identificação de genes diferencialmente expressos em leveduras e micélio. 

Com o propósito de se caracterizar a expressão do gene Pbls utilizamos a técnica de RT-PCR 

semiquantitativo (MARONE et al., 2001). Os resultados mostram que os transcritos para a 

LS estão presentes em maior quantidades na forma leveduriforme do que na forma miceliana, 

indicando um possível papel da proteína na forma parasitária do fungo. As análises do 

transcriptoma de P.brasiliensis (FELIPE et al., 2003, 2005) mostraram que existem 06 ESTs 

(Expressed Sequence Tags) codificantes da LS na forma leveduriforme, ao contrário da forma 

miceliana na qual não foi encontrada nenhuma EST. 

O acúmulo de transcrito codificante de LS foi maior na fase leveduriforme, que 

é a fase infectante, sugerindo um possível papel da LS na virulência do P.brasiliensis. Além 

disso, reforçando esta observação, o transcrito para esta enzima foi detectado nos cDNAs 
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obtidos de culturas de pneumócitos infectados com P.brasiliensis sugerindo um papel 

provável da proteína no processo infectivo. 

Plantas, bactérias e fungos dependem da síntese interna de riboflavina e são 

vulneráveis a inibidores da síntese de riboflavina (MÖRTL et al., 1996; MORGUNOVA et 

al., 2005). Como a enzima LS não está presente em mamíferos, o conhecimento da estrutura 

tridimensional da PbLS poderá servir como uma base para o desenvolvimento de inibidores 

da enzima com finalidades terapêuticas. Trabalhos adicionais (silenciamento do gene por 

RNA de interferência e ensaios atividade enzimática da proteína recombinante) deverão ser 

necessários para se investigar a função precisa desse gene e revelar a natureza de sua relação 

com o hospedeiro.  
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VII - PERSPECTIVAS  

A partir dos resultados obtidos, as perspectivas deste trabalho são:  

- Obtenção de anticorpos para a proteína recombinante visando estudos de 

citolocalização; 

- Ensaios de atividade enzimática da rPbLS;  

- Análise da reatividade imunológica da rPbLS com soros de pacientes com PCM e com 

outras micoses através de Western blotting;  

- Silenciamento do gene codificante da LS, através de RNA de interferência; 

- Modelagem da proteína através de cristalografia; 

- Ensaios de Imunoproteção com a proteína recombinante;  
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IX - ANEXOS  

 

Anexo 1 

 

Excisão do vetor  ZAP II e construção do plasmídeo pBluescript SK (Stratagene 

Cloning Systems ).     

 

Anexo 2 

 

Seqüência de nucleotídeos do vetor plasmidial  pBluescript SK 

 

(Stratagene 

Cloning Systems ), evidenciando os sítios de clonagem.   
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Anexo 3  Vetor pGEM  T Easy (Promega Co ).                 

Anexo 4 

 

Seqüência nucleotídica do vetor pGEM 

 

T Easy (Promega Co ) na qual estão 

destacados vários sítios de clonagem. 


