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RESUMO

O Paracoccidioides brasiliensis é o agente etiolégico da paracoccidioidomicose (PCM), uma das micoses sistémicas mais
importantes da América Latina. Os propagulos da fase miceliana do fungo, quando inalados, diferenciam-se na forma de
leveduras estabelecendo a infec¢éo nos pulmées humanos. O estabelecimento da doenga depende, dentre varios aspectos, da
habilidade do fungo em modular a resposta do sistema imune. A proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi
caracterizada em laboratério, como uma proteina antigénica de P. brasiliensis. Em estudos prévios o cDNA codificante para a
GAPDH de P. brasiliensis, foi subclonado no vetor de expressdo TOPO pET100, para obter-se a proteina recombinante de
fusdo. A proteina foi super-expressa em Escherichia coli para produzir altos niveis da proteina recombinante, que foi purificada
por cromatografia de afinidade. Por essa razdo, este trabalho objetivou utilizar a proteina recombinante em estudos de
reatividade imunoldgica com soros de pacientes portadores de PCM. Para tanto, utilizou-se de uma pesquisa de abordagem
molecular, sendo que um total de 70 amostras de soros de pacientes foi analisado, através de Western blotting, quanto a
reatividade com a proteina recombinante purificada GAPDH (rGAPDH). Os ensaios de Immunoblotting indicaram que a
rGAPDH foi capaz de reagir com anticorpos presentes em soros de pacientes portadores de PCM, mas ndo com soros de
pacientes controle. A rtGAPDH podera ser adicionada ao pequeno arsenal de moléculas imunoreativas de P. brasiliensis, sendo
testada para incorporag@o em ensaios para sorodiagndstico da doenga.
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IMMUNOLOGICAL CHARACTERIZATION OF GLYCERALDEHYDE-3- PHOSPHATE DEHYDROGENASE RECOMBINANT
PROTEIN OF Paracoccidioides brasiliensis HUMAN PATHOGEN.

ABSTRACT

Paracoccidioides brasiliensis is the etiologic agent of paracoccidioidomyco$<Ci), a main medical problem in Latin
America. When inhaled, the fungus mycelia propaguléferentiate into yeast phase, establishingitifiection in human
lungs. The disease establishment depends, amoregat@spects, on the ability of fungus to moduthte host immune
system. The Glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge(@8PDH) protein has been characterized in laboyats an
immunogenic protein oP. brasiliensis. In previous studies the cDNA, that encodes Fhérasilienss GAPDH, was
subcloned into the expression vector TOPO pET100oktain the recombinant fusion protein. This protevas
overexpressed in aBscherichia coli host to produce high levels of recombinant protitiat was purified by affinity
chromatography. In this study, the recombinantginotvas evaluated regarding to its immunologicattieity with sera of
PCM patients. Therefore, this research aimed tatheseecombinant protein in studies of immune igdgtwith sera from
patients with PCM. For this purpose, a moleculaprapch was used in this research. The reactivitth wiurified
recombinant GAPDH (rGAPDH) protein of 70 human ssamples were tested bestern blot analysis. Immunoblots
indicated that rGAPDH was able to react with ardibs present in all sera of PCM patients, but noh wera of control
patients. Thus, rtGAPDH may be added to the smad#iral of immunoreactive moleculeshfbrasiliensis and tested to its

incorporation to disease serodiagnosis. test
Keywords: fungal infections; immunological reactivity; molecular diagnostics.
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O Paracoccidioides brasiliensis € um
fungo dimérfico termo-regulado, patégeno
humano e agente etiolégico da
paracoccidioidomicose (PCM), uma micose
sistémica geograficamente restrita a América
Latina (1). O Brasil é responsavel por 80% dos
casos descritos na literatura, seguido pela
Coldmbia e Venezuela (2). Os estados
brasileiros das regides Sul, Sudeste e Centro-
Oeste sdo os locais onde a doenca é mais
frequentemente encontrada (3). Este fungo foi
isolado pela primeira vez em 1908, por
Adolpho Lutz (4), tendo sido observado nesta
ocasiao o aspecto dimorfico deste patégeno. A
infeccdo do hospedeiro humano geralmente
ocorre pela inalacao de propagulos do fungo.

O fungo P. brasiliensis pertence ao
reino Fungi, filo Ascomycota, subdivisdo
Euascomycotina, classe Plectomyceto,
subclasse Euascomycetidae, ordem
Onygenales, familia Onygenaceae, subfamilia
Onygenaceae Anamorficos (5). Recentemente,
Matute et al., (6) descreveram a existéncia de

trés diferentes espécies de P. brasiliensis,
denominadas S1 (espécie 1), PS2 (espécie
filogenética 2) e PS3 (espécie filogenética 3).
A espécie filogenética PS3 esta
geograficamente restrita a Coldmbia, enquanto
S1 esta distribuida no Brasil, Argentina,
Paraguai, Peru e Venezuela. Alguns isolados
da espécie filogenética PS2  foram
encontrados no Brasil nos estados de Sé&o
Paulo e Minas Gerais e ainda na Venezuela.

O fungo cresce como levedura (Fig.1-
A) nos tecidos infectados ou quando cultivado
in vitro a 36C. A forma miceliana (Fig.1-B),
considerada infectiva, é observada em
condi¢des saprobidticas no meio ambiente, ou
guando cultivada em temperaturas inferiores a
28C (5). As células leveduriformes de P.
brasiliensis sao caracterizadas por
apresentarem brotamentos multiplos,
formados pela evaginagdo da célula-mae,
onde uma célula central é circundada por
varias células periféricas, conferindo um
aspecto de roda de leme de navio. A forma
miceliana pode ser identificada por filamentos
septados com conideos terminais ou

intercalares (7).

Figura 1: Cultivo in vitro do fungo Paracoccidioides brasiliensis, isolado Pb 01 (ATCC, MYA 826). As células foram cultivadas em meio semi-sélido Fava

Netto. A) Forma leveduriforme. B) Forma miceliana do fungo.

Fonte: (Foto cedida pelo Laboratério de Biologia Molecular-UFG, Soares, CMA).

O habitat exato de P. brasiliensis, ainda
ndo esta bem definido. No entanto, algumas
hipoteses sao propostas. Acredita-se que o
fungo viva na natureza, em ambientes de agua
fresca, tais como rios ou corregos. Outra
hipétese propbe que o fungo viva

saprobioticamente e de forma temporaria no
solo. Reforcando essa hipétese, o fungo foi
isolado de duas espécies de tatus, o Dasypus
novemcinctus e o Cabassou centralis (8).
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A via inalatéria € a principal porta de
entrada do P. brasiliensis no hospedeiro
humano. A pele e mucosas sdo também sitios
de inoculacdo deste micro-organismo, através
de implantacdo traumatica e a transmisséo
inter-humana parece nao ocorrer (9). A PCM
atinge a pele, nédulos linfaticos e varios
Orgdos internos, incluindo os pulmbes e o
sistema nervoso central (10). O grau da
patogénese varia de acordo com as
caracteristicas do hospedeiro e da linhagem
infectante. A resposta imune do hospedeiro
contra o P. brasiliensis depende de fatores
como idade, sexo, estado nutricional e
heranca genética. A PCM pode ser restrita ao
trato respiratério ou pode disseminar-se pelo
organismo, tornando-se letal (11). A doenca
tem, em geral, evolugcdo cronica, carater
recidivante e pode deixar sequelas anatdbmicas
e funcionais em humanos. E grande a
quantidade de doentes que necessitam de
assisténcia médica de longo prazo nas regifes
de maior endemicidade, tornando a moléstia,
pela sua prevaléncia, um importante problema
de saude publica (5).

Grupos de pesquisa da América Latina
estdo engajados em programas que visam o
isolamento e caracterizacdo de moléculas
associadas a interagdo do fungo P. brasiliensis
ao hospedeiro humano. Salem-lzacc et al.,
(12), clonaram, caracterizaram e expressaram
0 gene codificante para proteina mitocondrial
HSP60 do fungo P. brasiliensis. Analises
através de immunoblotting mostraram que,
tanto a proteina recombinante quanto a nativa,
sdo reconhecidas por anticorpos presentes no
soro de pacientes com PCM. A proteina
recombinante foi testada em ensaios de
immunoblotting com soros de pacientes com
PCM e outras micoses. Foram observadas
92,5% de especificidade e sensibilidade de
97,3 %, sugerindo ser a molécula um
candidato a marcador soroldgico na PCM (13).
Costa et al. (14), caracterizaram a seqiéncia
de um gene que codifica uma proteina
imunoreativa de P. brasiliensis, que apresenta
identidade com sequéncias de
manosiltransferases de outros fungos.

Técnicas de eletroforese bidimensional e
Western blot foram utilizadas na
caracterizagdo de novos antigenos de P.
brasiliensis. Fonseca et al. (15) identificaram
determinantes antigénicos de P. brasiliensis
utilizando combinac8es de soros de pacientes
com diferentes manifestacbes clinicas da
PCM. As proteinas reativas com soros foram

isoladas de géis bidimensionais e submetidas
a sequenciamento dos peptideos internos e da
porcao N-terminal. Os peptideos seqiienciados
apresentaram homologia com as seguintes
proteinas: catalase (61-kDa), gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (36-kDa), malato
desidrogenase (34-kDa), frutose bifosfato
aldolase (39-kDa) e triose fosfato isomerase
(29-kDa). Os genes codificantes da catalase,
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase e frutose
bifosfato  aldolase  foram clonados e
caracterizados (16,17,18). Os genes
codificantes da triose fosfato isomerase e da
formamidase foram clonados e as expressdes
heterélogas das proteinas recombinantes
foram obtidas. Ensaios evidenciaram que a
moléculas recombinantes séo reativas a soros
de pacientes com PCM (19,20).

O antigeno de P.brasiliensis melhor
caracterizado € uma glicoproteina de 43 kDa,
a gp43. Este componente exocelular foi
isolado de filtrado de culturas leveduriformes.
Em experimentos realizados, a gp43 foi
fortemente reconhecida por soros (IgG) de
pacientes portadores de PCM, através de
ensaios de imunodifusdo dupla e rea¢fes de
imunoprecipitagdo (21,22,23). Uma proteina
de 27 kDa, clonada em sistema heterologo, foi
submetida a ensaios imunolégicos na PCM,
demonstrando ser livre de reacdo cruzada
significativa com soros de pacientes com
outras micoses (24). Esta proteina de 27 kDa
também foi utilizada de forma combinada com
uma proteina de 87 kDa (classificada como
uma proteina de choque térmico), no
diagnéstico da PCM. Os dados obtidos em
ensaios imunolégicos revelaram um aumento
significativo na  sensibilidade e na
especificidade com a utilizacdo das proteinas
combinadas (25,26).

A paracoccidioidomicose tem sido
amplamente estudada por grupos de pesquisa
brasileiros, os quais tém elucidado algumas
caracteristicas proprias da doenca, além de
prover um maior conhecimento a respeito do
genoma e dos mecanismos da infeccéo
causada por este patdgeno. Esses grupos de
pesquisa vém trabalhando na caracterizacao
molecular de novos antigenos do fungo e suas
importéncias na interacdo com o hospedeiro
(16,17,18). Dentre os varios antigenos ja
caracterizados, podemos evidenciar a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH), que ¢é objeto de estudo desse
trabalho.
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Gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase
(GAPDH) é uma enzima chave da via
glicolitica, desempenhando um papel crucial
no catabolismo e anabolismo de carboidratos.
Essa enzima € um homotetrdmero e catalisa a
reacdo de oxidacdo da gliceraldeido 3-fosfato
em 1,3-bifosfoglicerato, usando o NAD* como
coenzima (27). Atualmente as enzimas da
glicdlise de muitos organismos ja foram
cuidadosamente purificadas e estudadas,
como por exemplo, a enzima gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase de P. brasiliensis (17).

GAPDH também é descrita como a
principal proteina de superficie do grupo A de
Streptococcus pyogenes, sendo relacionada
com a viruléncia e patogénese. Assim como ja
relatado para Candida albicans, a GAPDH, de
S.pyogenes se liga a varias proteinas de
mamiferos como: lisozima, fibronectina, actina,
miosina e plasmina. Essa proteina (GAPDH)
também ativa a tirosina quinase de células
faringiais humanas. O tratamento dessas
células com inibidores de quinase inibe
significativamente o poder de invasdo deste
patégeno no hospedeiro humano (28).

A habilidade de GAPDH de C.albicans
de ligar-se as proteinas da matriz extracelular
e consequentemente em estar associada ao
estabelecimento da infeccao tem sido descrita
(29). A GAPDH foi também detectada na
superficie celular de C. albicans presente em
tecidos infectados, 0 que suporta a sugestdo
do papel da proteina na infec¢ao, por ligagao
aos tecidos do hospedeiro. Crowwe et al. (30),
analisaram o proteoma de Candida albicans e
indicaram que a GAPDH é uma proteina de
superficie celular potencialmente ligadora ao
plasminogénio, o que adicionada a outros
fatores, aumenta a capacidade desse fungo na
invasédo e necrose tecidual.

Porphyromonas gingivalis fimbrae e
Streptococcus oralis sdo micro-organismos
gue possuem como caracteristica a invasao de
células epiteliais de revestimento da mucosa,
causando infeccbes e inflamagBes na
cavidade oral. Foi descrito que a GAPDH
desses micro-organismos atua como receptor
dominante da matriz extracelular, o que tem
contribuido para a colonizacdo desses micro-
organismos no hospedeiro (31,32).

Além do seu papel no metabolismo de
carboidratos e outras fun¢des celulares como
ja citado, a enzima GAPDH tem sido descrita
como antigeno em Vvarios micro-organismos
patogénicos, exercendo em alguns deles
funcdo protetora contra infeccdo em modelos
experimentais (33). Tallima et al. (34),
demonstraram o potencial papel da GAPDH de
Schistosoma  mansoni como  molécula
antigénica, sendo forte candidata na
incorporacéo de vacinas contra
esquistossomiase em humanos.

Estudos tém demonstrado o potencial
imunogénico da GAPDH recombinante de
Brucella abortus na manipulacdo de uma
vacina para combater a Brucellose, patologia
gue acomete os bovinos. (35). A GAPDH
recombinante de Edwardsiella  tarda,
enterobactéria isolada da agua que causa
patologias em repteis, passaros e todos os
mamiferos, principalmente em humanos, tem
sido utilizada em experimentos e se mostrado
eficaz como vacina na prevencédo e combate a
Edwardsielose.(36).

O cDNA completo e uma sequéncia
gendmica codificante para GAPDH de
P.brasiliensis foram clonados e caracterizados
(17). Assim, por meio de experimentos de
expressdo heteréloga, obteve-se a proteina
recombinante que foi purificada e utilizada em
estudos funcionais e de interacéo,
demonstrando ser a GAPDH, uma adesina
crucial durante o desenvolvimento do processo
infeccioso (37, 38).

O fungo P.brasiliensis possui uma
complexa estrutura antigénica e apresenta, até
0 momento, uma biologia pouco conhecida. O
emprego das técnicas de Biologia Molecular
para o estudo deste fungo, embora recente,
apresenta grande potencialidade trazendo
novos conhecimentos no que se refere a
taxonomia, aos fatores de viruléncia,
mecanismos de patogenicidade e colonizacao
do fungo. Desta maneira tornou-se importante
caracterizar a reatividade imunolégica da
proteina recombinante GAPDH de
P.brasiliensis (rPbGAPDH), onde o0s nhovos
resultados  obtidos poderdo  contribuir,
juntamente com outras moléculas para futuros
testes de diagnéstico da PCM.
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MATERIAL E METODOS

Micro-organismo e
crescimento

condicdes de

Foi utilizado o isolado 01 (colecéo
ATCCMYA-826) de P.  brasiliensis, ja
caracterizado e padronizado em nosso
laboratério. O fungo foi cultivado e mantido em
meio de cultura Fava-Netto por 7 dias (39) a
temperatura de 36C para a forma leveduriforme
e 14 dias, a 22T, para a forma miceliana.

Proteina recombinante

A proteina recombinante gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase de P. brasiliensis utilizada
no estudo experimental foi produzida, conforme
descrito por Barbosa et al. (37).

Anadlise eletroforética

@] fracionamento da proteina
recombinante gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase de P. brasiliensis (37), através de
eletroforese em gel de poliacrilamida foi
realizado de acordo com Laemmli (40). As
amostras protéicas foram homogeneizadas com
tampéo consistindo de 62,5 mM de Tris-HCI [tris
(hidroxi-metil) aminometano] pH 6,8 com 2% de
SDS,10% de glicerol, 0,5 M de ditiotreitol e
0,002% de azul de bromofenol. As proteinas
foram dissolvidas por aquecimento durante 5
min. A separacéo foi efetuada em gel a 10% e
em gel de empilhamento a 4% de acrilamida. O
gel foi preparado a partir de uma solucao
estoque contendo 30% por peso de acrilamida e
0,8% por peso de bis-acrilamida. No gel de
separacdo a polimerizacdo foi feita em solucéo
contendo 1,5 M de Tris-HCI, pH 8,8 e 0,4% de
SDS, em presenca de 0,1% v/v de N,N,N’,N’-
tetrametil-etilenodiamina (TEMED) e 0,1% de
persulfato de aménio. O gel de empilhamento foi
polimerizado em presenca de 0,5M de Tris-HCI
pH 6,8 e 0,4% de SDS, além de 0,05% v/v de
TEMED e 0,1% de persulfato de amdnio.

A corrida eletroforética foi realizada a
80V até que o corante penetrasse no gel de
separacdo e a 120V até que atingisse o fim do
gel. O tampéo de corrida é constituido de Tris
0,0075 M, glicina 0,57 M e SDS 0,1%, pH 8,3.
ApOs a corrida eletroforética unidimensional,
procedeu-se a transferéncia das proteinas do
gel de poliacrilamida para a membrana de
Nitrocelulose. Inicialmente, a membrana de

nitrocelulose Hybond-C (GE Healthcarel), foi
incubada por 5 minutos em agua destilada para
calibracGo e 15 minutos em tampdo de
transferéncia. Posteriormente, montou-se o
sistema em “sanduiche” para transferéncia.
Colocou-se entdo este sistema em cuba para
eletroforese. A transferéncia ocorreu a 25 V, sob
corrente constante, por 3 horas a 4°C. Apés
esse periodo a membrana foi corada com
solucado de vermelho Ponceau, para avaliacdo
da eficiéncia da transferéncia, e descorada por
lavagens com agua destilada e em PBS 1X e
PBS e Tween 20 a 0,05% (PBS-T). A membrana
foi entdo incubada com tamp&o de bloqueio
(leite desnatado a 5% e soro albumina bovina
BSA 1% em PBS) por 3 horas a 4°C, onde
foram imediatamente utilizadas em ensaios de
Western blotting.

Experimentos de Imunoreatividade

Os soros utilizados neste trabalho foram
provenientes de pacientes com diagnostico
clinico e imunolégico (imunoprecipitagdo e
imunofluorescéncia indireta) de PCM. Os soros
foram gentilmente cedidos pelo Instituto de
Patologia Tropical e Salde Publica — IPTSP -
UFG (Unidade Gaspar Viana), pelo Laboratério
de Micologia Médica da Fundacdo Oswaldo
Cruz - RJ ou foram coletados em pacientes do
HDT (Hospital de Doencas Tropicais), do HC
(Hospital das Clinicas da UFG) e do Hospital
Aradjo Jorge, Goiania - Goias. Os soros de
individuos controle foram gentilmente cedidos
pelo Laboratério Municipal de Andlises Clinicas
da cidade de Nerépolis — Goias.

As membranas bloqueadas foram
incubadas com os seguintes anticorpos: soros
de 60 pacientes portadores de PCM e soros de
10 pacientes que ndo apresentavam diagnéstico
de PCM (controle negativo). Os soros de
pacientes com PCM, bem como 0s soros
negativos, foram usados na diluicdo de 1: 500,
para a reacdo com a proteina purificada, tendo
sido a diluicdo determinada previamente. As
membranas foram incubadas a temperatura
ambiente por lhora, sob agitacdo vigorosa ao
abrigo da luz.

ApOs a incubagdo com o anticorpo
primario, lavou-se as membranas em tampao de
lavagem PBS 1X com Tween por trés vezes de
15 minutos, sob agitacdo suave. As membranas
foram entdo incubadas com  Anticorpo
secundario anti-lgG humano acoplado a
fosfatase alcalina (Sigma Chemical Company®).
Diluiu-se os anticorpos 1: 2000 em tampéo de
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blogueio e incubou-se as membranas por 2
horas a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz, sob agitacdo vigorosa. Posteriormente, as
membranas foram lavadas com tampdo de
lavagem PBS 1X com Tween por trés vezes e
com PBS 1X sem Tween por uma vez, cada
lavagem com duracdo de 15 minutos. Logo
apos, as membranas foram incubadas com
tampédo de fosfatase alcalina por 15 minutos,
sob agitacdo suave. A reacao foi revelada pela
adicdo dos substratos: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-
fosfato e Azul de nitrotetrazolium (BCIP/NBT)
(Sigma Aldrich).

RESULTADOS

Os resultados dos estudos prévios
realizados por Fonseca et al. (15),
demonstraram que a GAPDH é uma proteina

potencialmente antigénica. Para se avaliar a
possivel reatividade da proteina recombinante
purificada (37), foram realizados ensaios para
determinacéo da reatividade dessa proteina com
soros de pacientes com diagnéstico clinico e
imunoldgico de PCM e com soros de pacientes
controle. Apds eletroforese em gel de
poliacrilamida (gradiente de 15% - 5%), 0,5 ug
de rPbGAPDH foram transferidos para
membranas de nitrocelulose, as quais foram
submetidas a reagdo com soros de pacientes
com PCM e pacientes controle.

Dentre os soros de pacientes com PCM
analisados, 60 reagiram com a proteina
rPbGAPDH, o0 que equivale a 100% de
reatividade (Figura 2A). Os soros de pacientes
controles ndo apresentaram reacao significativa
com a proteina rPbGAPDH (Figura 2B).
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Figura 2: Andlise da reatividade imunolégica da proteina rPbGAPDH através de immunoblotting. A proteina purificada (0,5 pg) foi fracionada por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida e transferida para membrana de nitrocelulose. A - A proteina recombinante rPbGAPDH foi submetida a reagéo com
soros de pacientes com diagnéstico clinico e imunolégico de PCM (diluigdo 1:500). B - A proteina recombinante rPbGAPDH foi submetida a reagdo com
soros de individuos n&o portadores de PCM (diluigdo 1:500). Apos a reagdo com o anticorpo secundario anti-IgG humano acoplado a fosfatase alcalina

(diluigdo 1: 2000), a reagéo foi revelada com BCIP/NBT.
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Experimentos realizados em laboratorio
por Fonseca et al. (15), evidenciaram o
potencial antigénico da molécula GAPDH. Os
experimentos iniciaram-se com a analise do
proteoma de P.brasiliensis, através de
eletroforese bidimensional. Ap6s ensaios de
imunoblotting, verificou-se que uma proteina
de 36 KDa, pl's 6,8 e 7,0 era fortemente
reconhecida por uma combinacdo de soros de
individuos portadores de PCM. Devido ao
interesse do grupo em isolar e caracterizar
antigenos do fungo P.brasiliensis, essa
proteina foi excisada de gel e parcialmente
sequenciada, apos digestéo com
endoproteinase Lys-C.

Foram obtidas sequéncias da
extremidade amino-terminal e de dois
peptideos internos. Essas sequéncias de
aminoacidos foram comparadas com outras
disponiveis em bancos de dados. As analises
comparativas de homologia, da regido amino
terminal, mostrou identidade completa com a
GAPDH de varios fungos (41). Verificou-se
também alta homologia da sequéncia de
aminodacidos dos dois peptideos internos da
proteina com gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase de varios organismos (41).
Dessa maneira, a proteina de 36 kDa passou
a ser designada PbGAPDH.

Por meio do rastreamento de biblioteca
de <cDNA da fase leveduriforme de
P.brasiliensis, Barbosa et al. (17), obtiveram o
cDNA completo e uma seqiéncia genbmica
codificante para GAPDH de P.brasiliensis, que
foram posteriormente clonados e
caracterizados. O cDNA apresenta 1.717
pares de bases e a sequéncia genbmica é
constituida por cinco éxons, intercalados por
quatro introns. A sequéncia deduzida da
proteina é constituida por 338 aminoéacidos
que apresentaram identidade de 88% com a
gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase  de
Histoplasma capsulatum Estudos posteriores
mostraram que tanto a proteina quanto seu
transcrito é expresso de forma ligada ao
desenvolvimento do fungo, com expressao
preferencial na fase leveduriforme (17). Esses
resultados, associados a reatividade da
proteina com soros de pacientes com PCM,
reforca o potencial papel da GAPDH na
interacdo de P.brasiliensis com o hospedeiro.

ApOs obtencdo do cDNA codificante
para GAPDH (nimero de acesso AY 061958),
0 mesmo foi clonado no vetor de expressao

TOPO PpET100 (Invitrogen TM , Life
Technologies), resultando no plasmideo
TOPO-pET100-GAPDH. Apés a transformacao
da Escherichia coli XL1 Blue, a expressédo da
proteina fusionada foi induzida pela adicdo de
isopropil B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG). A
proteina recombinante foi purificada por
cromatografia de afinidade seguindo as
condicBes descritas pelo fabricante (GE
Healthcare®). A proteina recombinante foi
utilizada na producéo de anticorpos policlonais
em modelo animal (coelho) (37).

Adeséo de micro-organismos
patogénicos aos tecidos do hospedeiro é
considerada indispensavel para a colonizagcéo
inicial e possivel disseminacdo (38). Barbosa
et al. (37), apos realizarem experimentos de
citolocalizagéo (imunomicroscopia),
verificaram que a GAPDH de P. brasiliensis
além de estar presente no citoplasma, onde
desempenha funcdes relacionadas as reacdes
metabolicas da via glicolitica, também esta
localizada na  parede celular, onde
provavelmente € receptora comum de
proteinas da matriz extracelular,
desempenhando papel crucial para a
aderéncia de P. brasiliensis aos tecidos do
hospedeiro. Foi demonstrado também que a
presenca da proteina recombinante, bem
como do anticorpo policlonal anti-GAPDH,
promove a inibicdo da adesao e invaséo de P.
brasiliensis em culturas de células in vitro.
Esses dados sugerem que a GAPDH
provavelmente desempenha um papel no
inicio do processo de colonizacdo e
disseminacdo do fungo nos tecidos do
hospedeiro, contribuindo para 0
estabelecimento da doenca (37).

Apés Barbosa et al. (37), terem induzido
e purificado a proteina recombinante GAPDH
de P.brasiliensis, iniciou-se os estudos sobre o
papel da proteina na resposta imunologica da
PCM. No presente trabalho, a proteina
recombinante foi reconhecida, em ensaios de
Western blotting, por 100% das amostras de
soros de individuos com PCM e néo
apresentou reacdo com individuos néao
portadores da doenca. Esses resultados
reforcam o potencial papel da GAPDH como
molécula antigénica na PCM.

Testes soroldgicos sdo muito Uteis no
diagnoéstico e acompanhamento dos estudos
de pacientes com paracoccidioidomicose e
antigenos altamente reativos sdo necessarios.
Proteinas recombinantes representam uma
fonte de especificidade altamente
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reproduzivel, o que ndo é facilmente
observado quando se trabalha com antigenos
convencionais, obtidos a partir de filtrados de
cultura celular. Alguns fatores criticos assim
como o meio de cultura, o fungo, e o tempo de
crescimento podem influenciar na producéo de
antigenos reativos de P.brasiliensis. Além
disso, as proteinas recombinantes tém a
vantagem adicional de uma produc¢&o imediata
(48 horas versus 15 a 20 dias dos antigenos
convencionais) (24).

Grupos de pesquisa da América Latina
encontram-se engajados no isolamento e
caracterizagdo de proteinas antigénicas de P.
brasiliensis. A produgdo de moléculas
recombinantes podera ser Util na obtencéo de
preparacdes contendo varios antigenos, o que
possibilitara uma maior sensibilidade no
diagnéstico de PCM. A expresséo heteréloga
de outras proteinas imunoreativas do fungo, ja

foi descrita na literatura cientifica. Para
exemplificar, a formamidase foi fortemente
reconhecida por soros de pacientes portadores
de PCM através da técnica de imunoblotting
(20). Outra proteina antigénica caracterizada
foi a HSP60 que apds ensaios soroldgicos
demonstrou 90% de especificidade, 92% de
sensibilidade, sendo considerado também um
marcador em testes de sorodiagnoéstico (13).
Ja a triose fosfato isomerase assim como a
GAPDH foi reconhecida por soros de
pacientes portadores de PCM, e néo foi
reconhecida por soros de pacientes néo
portadores de PCM (19). Os resultados
obtidos nesse trabalho reforcam o potencial
papel da GAPDH como molécula antigénica na
PCM. Assim rPbGAPDH podera ser utilizada
juntamente com outras proteinas
imunoreativas do fungo P. brasiliensis em
futuros imunodiagnosticos da PCM.
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