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Abstract 

 

Paracoccidioidomycosis (PCM), caused by the pathogenic fungus 

Paracoccidioides brasiliensis (Pb) is a systemic mycosis with severe acute 

and chronic forms. Proteases or peptidases are proteolytic enzymes that 

occur in all organisms and constitute 1-5% of their genetic contents. These 

enzymes are involved in biological processes such as blood clotting, cell 

death and tissue differentiation. Several important proteolytic steps occur 

during the invasion of metastatic tumors, as well as in the infection of a 

large number of viruses and pathogens. To date, a small number of Pb 

proteases were isolated and characterized, also, their activities during the 

development of the disease was not determined, and an oligopeptidase 

activity was not detected in this fungus. 

In the present work, we demonstrated a metallopeptidase thimet 

oligopeptidase (TOP)-like activity in the cytosolic extract of Pb18 yeasts. 

Our results shown a major hydrolysis of the fluorescence resonance energy 

transfer (FRET) peptide Abz-GFSPFRQ-EDDnp, preferentially cleaved by TOP 

from mammals, and the inhibition of the hydrolysis of this peptide by ortho-

phenantrolin and JA-2, selective inhibitors of metalloproteases and TOP, 

respectively. The presence of neurolysin- like and neprilysin-like, serine-

peptidases, cysteine-peptidases and angiotensin converting enzyme I was 

discarded by analyzing selective FRET peptides and inhibitors. 

The higher peptidase activity of cytosolic extracts over the 

membrane/cell wall and total yeast lysate preparations may indicate that 

this enzyme is localized in the yeast cytosol. The metallo-oligopeptidase 

activity was not detected on in vitro culture supernatants, even after 

addition of fetal calf serum. However, the peptidase with TOP-like activity of 



  Abstract 

- iv - 

P. brasiliensis seems to be secreted in vivo, or released after fungal lysis by 

immune factors, since antibodies that can inhibit this enzymatic activity 

were found in sera from paracoccidioidomycosis patients, and serum with 

highest titer in immunodiffusion contains higher concentrations of enzyme-

specific antibodies. 

Bradykinin, an important inflammatory mediator in vivo, is cleaved by 

several enzymes from the M3 family. The same fragments observed after 

hydrolysis by TOP were observed after cytosolic extract hydrolysis of 

bradykinin and the substrate Abz-GFSPFRQ-EDDnp. MIP and bacterial OpdA 

hydrolysis of these peptides generate different fragments, and this is an 

additional indicator of a major TOP-like activity in P. brasiliensis yeast cells  

Bradykinin hydrolysis by the TOP-like metallopeptidase of P. 

brasiliensis may occur in inflammatory processes and this suggests that the 

enzyme may be involved in the inhibition of a protective anti-fungal 

response induction, limiting fungal elimination. 

We also observed that the expression of the TOP homologous gene in 

P. brasiliensis has almost a two-fold increased in the virulent isolate 18 

compared to the non-virulent isolate. Increased hydrolysis of the substrate 

Abz-GFSPFRQ-EDDnp was also observed in the most virulent isolate 

compared to the non-virulent. The possible correlation between TOP-like 

peptidase expression and fungal virulence suggests that this peptidase 

could be classified as a fungal virulence factor, however, additional 

experiments are needed to confirm this hypothesis. Gp43 expression was 

also analyzed in both isolates, and it was observed a thirteen-fold increase 

in the expression on the virulent isolate. 

In order to better characterize the P. brasiliensis TOP-like activity, we 
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attempted to obtain the purified recombinant or the native protein, isolated 

from fungal lysate. However, we were not successful in the expression of 

recombinant proteins and neither on the isolation of the native protein using 

chromatographic methods.  

Our results suggest the presence of a TOP-like activity in the cytosolic 

fraction of P. brasiliensis yeasts. In vivo release of this enzyme after fungal 

lysis, or host factors-stimulated secretion, may have a role in inflammation 

and development of the disease. 
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Resumo 

 

A paracoccidioidomicose (PCM), causada pelo fungo patogênico 

Paracoccidioides brasiliensis (Pb), é uma micose sistêmica grave com 

formas aguda e crônica. As proteases ou peptidases são enzimas 

proteolíticas que ocorrem em todos os organismos e correspondem a 1-5% 

de seus conteúdos genéticos. Estas enzimas estão envolvidas em processos 

biológicos essenciais, como a coagulação sanguínea, morte celular e 

diferenciação de tecidos. Várias etapas proteolíticas importantes ocorrem 

durante a invasão metastática de tumores, assim como no ciclo de infecção 

de um grande número de vírus e microrganismos patogênicos. Um número 

reduzido de proteases do Pb já foram isoladas e caracterizadas, tampouco 

sua atividade durante o desenvolvimento da doença foi determinado, e até 

o momento, nenhuma atividade oligopeptidásica foi descrita nesse fungo.  

No presente trabalho foi demonstrada a presença de uma atividade 

metalo-peptidásica thimet oligopeptidase (TOP)-like no extrato citosólico de 

leveduras de P. brasiliensis, isolado 18 (Pb18). Nossos resultados 

mostraram a hidrólise do peptídeo com supressão intramolecular de 

fluorescência Abz-GFSPFRQ-EDDnp pelo extrato citosólico de leveduras de 

P. brasiliensis. Esse substrato é clivado preferencialmente pela TOP de 

mamíferos, e corroborando esse resultado, observou-se a inibição da 

hidrólise desse peptídeo por ο-fenantrolina e JA-2, inibidores seletivos de 

metalo-proteases e TOP, respectivamente. Utilizando-se peptídeos e 

inibidores seletivos para diferentes proteases, não se detectou a presença 

de atividade neurolisina-like ou neprilisina-like, e também se descartou a 

presença de serino-peptidases, cisteíno-peptidases e enzima conversora da 

angiotensina I. 
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A maior atividade enzimática do extrato citosólico sobre os outros 

preparados (membrana/parede celular ou lisado total das leveduras) pode 

indicar uma localização citosólica dessa enzima. Não foi observada a 

secreção da peptidase no sobrenadante de cultura in vitro, mesmo após 

adição de soro fetal bovino. Todavia, a peptidase com atividade TOP-like de 

Pb parece ser secretada in vivo, ou liberada após lise do fungo por 

componentes efetores da resposta imune, uma vez que anticorpos capazes 

de inibir a atividade peptidásica são encontrados em soros de pacientes com 

paracoccidioidomicose, e soros com maior título em imunodifusão contém 

maiores concentrações de anticorpos enzima-específicos.  

Várias enzimas da família M3 clivam bradicinina, importante mediador 

inflamatório in vivo. A hidrólise da bradicinina e do substrato Abz-GFSPFRQ-

EDDnp pelo extrato citosólico de P. brasiliensis, gera os mesmos fragmentos 

observados após clivagem pela TOP de mamíferos, que são diferentes dos 

gerados pela clivagem com MIP de mamíferos e OpdA bacteriana, sendo 

mais um indicador da presença majoritária de uma peptidase com atividade 

TOP-like em P. brasiliensis. A clivagem da bradicinina pela metalo-

oligopeptidase com atividade TOP-like de Pb, poderia ocorrer no sítio 

inflamatório e poderia estar envolvida na inibição da indução de uma 

resposta imune protetora contra o fungo, favorecendo a permanência do 

mesmo no hospedeiro. 

 Observamos ainda que o gene homólogo de TOP em P. brasiliensis é 

quase duas vezes mais expresso no virulento em comparação ao não 

virulento. O aumento da hidrólise do substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp 

também foi observado no isolado de maior virulência quando comparado ao 

de menor virulência. A possível relação entre a expressão da metalo-
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oligopeptidase com a virulência do fungo sugere que essa peptidase possa 

ser classificada como um fator de virulência fúngica, no entanto 

experimentos complementares são necessários para sua confirmação. A 

expressão da gp43 também foi analisada no isolado virulento e não 

virulento e observou-se uma expressão aumentada em até treze vezes no 

primeiro. 

 Para melhor caracterização dessas metalo-oligopeptidases é 

necessária a obtenção da proteína recombinante, ou da proteína purificada 

nativa, isolada do lisado fúngico. Não obtivemos sucesso na expressão das 

proteínas recombinantes, tampouco no isolamento da peptidase nativa por 

métodos cromatográficos.  

Nossos resultados sugerem a presença de uma atividade metalo-

oligopeptidásica TOP-like na fração citosólica de leveduras de P. brasiliensis. 

Liberação in vivo dessa enzima após a lise de fungos ou secreção 

estimulada por fatores do hospedeiro, pode ter um papel na inflamação e 

desenvolvimento da micose. 
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1. Introdução 

 

As proteases ou peptidases são enzimas proteolíticas que ocorrem em 

todos os organismos e correspondem a 1-5% de seus conteúdos genéticos. 

Estas enzimas estão envolvidas em processos biológicos essenciais, como a 

coagulação sanguínea, morte celular e diferenciação de tecidos. Várias 

etapas proteolíticas importantes ocorrem durante a invasão metastática de 

tumores, assim como no ciclo de infecção de um grande número de vírus e 

microorganismos patogênicos. Estes fatos tornam as proteases um alvo 

quimioterápico valioso para o desenvolvimento de novos compostos 

farmacêuticos. As enzimas proteolíticas também participam no catabolismo 

de proteínas, tanto nas vias degradativas como nas biossintéticas, e na 

liberação de peptídeos hormonais farmaceuticamente ativos a partir de 

proteínas precursoras. Certas modificações específicas e seletivas de 

proteínas durante a ativação de enzimas ocorrem via proteólise, que 

também colaboram no transporte de proteínas secretórias na membrana.  

As proteases têm também uma variedade de aplicações 

principalmente na indústria de detergentes e de alimentos. Com os recentes 

acordos mundiais para uso de tecnologias não poluentes, as proteases 

começaram a ser usadas em larga escala no tratamento do couro, em 

substituição aos compostos tóxicos e poluentes até então usados. Na 

indústria farmacêutica, as proteases são usadas em pomadas cicatrizantes e 

têm uso potencial para outros medicamentos. As proteases hidrolisam as 

proteínas em peptídeos e aminoácidos, facilitando a sua absorção pelas 

células e devido a seu papel despolimerizante, as enzimas extracelulares 

têm um papel importante na nutrição (revisto em Rao et al, 1998). 
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Proteases são encontradas em vários microorganismos, como vírus, 

bactérias, protozoários e fungos. A impossibilidade das proteases de plantas 

e animais atenderem à demanda mundial de enzimas tem levado a um 

interesse cada vez maior pelas proteases de origem microbiana. Os 

microorganismos representam uma excelente fonte de proteases devido a 

sua grande diversidade bioquímica e facilidade de manipulação genética 

(revisto em Rao et al, 1998). 

Numerosas proteinases são produzidas por microrganismos distintos, 

dependendo da espécie, ou mesmo por diferentes cepas de uma mesma 

espécie. Proteases diferentes também podem ser produzidas pela mesma 

cepa, variando as condições de cultura (Naglik et al, 2003). As espécies 

fúngicas oportunistas Candida albicans e C. tropicalis, de importância 

médica, causam infecções em pacientes imunocomprometidos, possuem 

aspartil-proteases extracelulares, que são consideradas seus principais 

fatores de virulência (Naglik et al, 2003). O vírus da imunodeficiência 

humana (HIV), agente etiológico da Síndrome da Imunodeficiência 

Adquirida (AIDS), apresenta também uma aspartil-protease essencial para 

o ciclo de vida do retrovírus, e que tem sido um excelente alvo para o 

tratamento desta doença, através do uso de inbidores específicos (Katoh et 

al, 1985). Cisteíno-proteases são muito distribuídas em protozoários da 

família Trypanosomatidae, assim como as metalo-proteases que foram 

descritas em vários gêneros como Crithidia, Phytomonas, Herpetomonas, 

Trypanosoma, Leishmania e Endotrypanum. Neste grupo de 

microorganismos, estas enzimas estão envolvidas na nutrição, ciclo de vida 

e na diferenciação morfológica destes parasitas (Branquinha et al, 1996). 

Trichomonas vaginalis, protozoário flagelado responsável pela tricomoníase, 
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uma das mais comuns doenças sexualmente transmitidas, apresenta 

algumas metalo-proteases e uma cisteíno-protease que está envolvida com 

o dano causado pelo parasito no hospedeiro (Alvarez-Sanches et al, 2000). 

Os dermatófitos possuem diversas proteases que são importantes na 

degradação da queratina e consequentemente na invasão desses fungos 

(Monod, 2008). As proteases possuem um papel importante no ciclo de vida 

do parasita da malária, com interesse nas serino-proteases da família da 

subtilisina produzidas por várias espécies de Plasmodium spp, que podem 

estar relacionadas à invasão das hemáceas (Withers-Martinez et al, 2004). 

 

1.1. Classificação das peptidases 

 

As enzimas proteolíticas, também chamadas de proteinases, 

proteases ou peptidases, são capazes de hidrolisar ligações peptídicas 

constituindo-se em um dos maiores e mais importantes grupos de enzimas. 

As peptidases podem ser classificadas de acordo com a reação catalisada, 

com a natureza química do sítio catalítico ou pela origem filogenética com 

base na estrutura primária (Barret, 1994). Em seguida, apresentamos as 

classificações das peptidases:  

A) Classificação pela reação de catálise: são enzimas da classe 3, as 

hidrolases, e subclasse 3.4, as peptídeo-hidrolases ou peptidases. Estas 

enzimas constituem uma grande família (EC 3.4), dividida em 

endopeptidases ou proteinases (EC 3.4. 21-99) e exopetidases (EC 3.4.11-

19), de acordo com a posição da ligação a ser clivada na cadeia peptídica. 

As exopeptidases atuam somente nos finais das cadeias 

polipeptídicas, na região N ou C terminal. Aquelas que atuam na região 
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amino-terminal livre podem liberar um único resíduo de aminoácido 

(aminopeptidases 3.4.11), um dipeptídeo (dipeptidil-peptidases 3.4.14) ou 

um tripeptídeo (tripeptidil-peptidases 3.4.14). As exopeptidases que atuam 

na região carboxi-terminal livre podem liberar um único aminoácido 

(carboxi-peptidases 3.4.16-18) ou um dipeptídeo (peptidil-dipeptidases 

3.4.15). Algumas exopeptidases são específicas para dipeptídeos 

(dipeptidases 3.4.13) ou removem resíduos terminais que são substituídos, 

ciclizados ou ligados por ligações isopeptídicas. Ligações isopeptídicas são 

ligações peptídicas diferentes daquelas entre uma α-carboxila e um α-amino 

grupo, e estes tipos de enzimas são denominados omega-peptidases 

(3.4.19). 

As endopeptidases (3.4.21-24) atuam preferencialmente nas regiões 

internas da cadeia polipeptídica, entre as regiões N e C terminal. A presença 

de grupos α-amino ou α-carboxila tem um efeito negativo na atividade da 

enzima. As endopeptidases que possuem restrição quanto ao tamanho do 

substrato, hidrolisando apenas polipeptídeos menores e não proteínas são 

conhecidas como Oligopeptidases.  

B) Classificação pela natureza química do sítio catalítico: é possível 

classificar estas enzimas em serino-peptidases (3.4.21) que possuem um 

resíduo de serina diretamente envolvido no processo catalítico, cisteíno-

peptidases (3.4.22) que apresentam um resíduo de cisteína importante para 

a atividade catalítica, aspartil-peptidases (3.4.23) dependem de dois 

resíduos de ácido aspártico para a atividade catalítica, metalo-peptidases 

(3.4.24) que utilizam um íon metálico (geralmente zinco) no mecanismo 

catalítico, treonino-peptidases (3.4.25) que precisam de um resíduo de 

treonina e enzimas com o mecanismo de catálise desconhecido (3.4.99)  
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C) Classificação pela origem filogenética com base na estrutura 

primária: com a sequência de aminoácidos determinada para muitas 

peptidases, as semelhanças estruturais dentro de uma família de peptidases 

geralmente refletem semelhanças na função catalítica e outras 

propriedades, estendendo essas semelhanças para funções biológicas. 

As peptidases são agrupadas em famílias e clãs. Em uma família de 

peptidases estão agrupadas as peptidases homólogas. A homologia é 

mostrada pela similaridade na sequência de amino ácidos da região 

responsável pela atividade proteolítica ou similaridade a outra proteína que 

já tenha sido demonstrada como membro da família. Membros de uma 

família derivam de um ancestral comum. Um clã contém todas as 

peptidases atuais que surgiram a partir de um único ancestral. Ele 

representa uma ou mais famílias que mostram evidência de sua relação 

evolutiva através de suas estruturas terciárias ou, quando suas estruturas 

ainda não estão disponíveis, a similaridade entre as sequencias de 

aminoácidos na região do centro ativo (Rawlings & Barret, 1993; Rawlings 

et al, 2008).  

  

1.2. Metalo-peptidases 

 

 As metalo-peptidases são hidrolases que possuem no sítio ativo um 

íon metálico divalente (geralmente Zn2+) indispensável para o processo 

catalítico, ligado a 3 resíduos de aminoácidos. Estão amplamente 

distribuídas em procariotos e eucariotos e são classificadas em quatro 

grupos baseado na sequencia em torno dos resíduos ligantes de zinco: DD-
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carboxipeptidase (HXH), carboxipeptidases (HXXE), zincinas (HEXXH) e 

inverzincinas (HXXEH) (Miyoshi & Shinoda, 2000). 

As metalo-peptidases estão subdivididas em aproximadamente 50 

famílias e são enzimas que apresentam alto grau de conservação na 

sequência de aminoácidos da região responsável pela atividade proteolítica. 

Aproximadamente metade das famílias compreende enzimas contendo o 

motivo HEXXH, característico da superfamília das zincinas. Dois dos três 

ligantes do íon Zn2+ estão no motivo HEXXH, podendo ser os aminoácidos 

His, Glu, Asp e Lys. Há ainda um terceiro ligante importante para a 

atividade enzimática, um resíduo de ácido glutâmico localizado de 18 a 72 

resíduos após este motivo, que pode ter um papel eletrofílico (Barrett, 

1994). 

As metalo-peptidases estão divididas em 15 clãs denominados MA, 

MC, MD, ME, MF, MG, MH, MJ, MK, MM, MN, MO, MP, MQ e M-. O clã MA é 

constituído de um sub-clã que inclue o extinto clã MB (Rawlings et al, 

2008). A família M3 das metalopeptidases, pertencente ao clã MA, subclã E 

[MA(E)], é constituída pela thimet oligopeptidase (TOP), neurolisina, MIP 

(mitochondrial intermediate peptidase), oligopeptidase A, dipeptidil 

carboxidipeptidase (Dcp) e também por oligopeptidases fúngicas, como a 

sacarolisina, a oligopeptidase MepB, e oligopeptidases bacterianas, como 

oligopeptidases F e PepB, entre outras (Rawlings et al, 2008).  

A presença de oligopeptidases metal-dependentes em praticamente 

todas as células estudadas parece indicar uma importante função intrínseca 

dessas enzimas. Em Escherichia coli, Paschoalin et al (2005) identificaram 

uma enzima com capacidade hidrolítica equivalente a thimet oligopeptidase 

e neurolisina que foi descrita como oligopeptidase A (OpdA)  
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Proteínas são degradadas nas células de mamíferos principalmente 

através do sistema ubiquitina-proteasoma o qual gera uma série de 

fragmentos de aproximadamente 2-25 aminoácidos. Esses fragmentos 

devem ser completamente metabolizados ou utilizados pelas células, como 

por exemplo na apresentação peptídica em complexos de 

histocompatibilidade. Fragmentos não metabolizados podem ser tóxicos 

para as células, uma vez que estes pequenos peptídeos podem ser 

mediadores de respostas biológicas, interferindo em uma série de reações 

enzimáticas, como por exemplo, aquelas envolvidas no ciclo celular e 

biossíntese de precursores. Portanto, a degradação desses fragmentos é 

fundamental para a sobrevida da célula. Oligopeptidases, as quais podem 

ser encontradas no citoplasma, núcleo e organelas, podem ter um papel 

fundamental neste processo de degradação, gerando peptídeos menores, 

alvos de degradação por amino e carboxipeptidases. Logo, é possível que a 

inativação das oligopeptidases celulares venha a inviabilizar as células, pelo 

acúmulo intracelular de peptídeos potencialmente tóxicos (York et al, 2003; 

Saric et al, 2004; Ferro et al, 2004; Cunha et al, 2008). 

A seguir, descrevemos as enzimas desta família envolvidas na 

presente tese. 

 



  Introdução 

- 8 - 

1.2.1. Thimet oligopeptidase (TOP, EC 3.4.24.15) e neurolisina (NEL, 

EC 3.4.24.16).  

 

A thimet oligopeptidase (TOP, thiol-sensitive metallopeptidase) é uma 

peptidase primariamente citosólica, tiol-dependente com aproximadamente 

78 kDa, inicialmente descrita em animais superiores, capaz de clivar 

peptídeos de 6-17 aminoácidos (Barret & Rawlings, 1995; Rawlings et al, 

2008). Foi descrita pela primeira vez em cérebro de coelho (Camargo et al, 

1973) e posteriormente identificada em inúmeros tecidos de aves e 

mamíferos sendo provável a sua presença em outros organismos (Tisljar, 

1993).   

 A TOP está presente em diferentes localizações subcelulares 

dependendo da célula. Apesar de primariamente citosólica, foram descritas 

formas secretadas da enzima (Jeske et al, 2004; Ferro et al, 1999; Garrido 

et al., 1999), associadas à membrana plasmática (Crack et al, 1999; Jeske 

et al., 2003; Fontenele-Neto et al, 2001) e ao núcleo (Healy & Orlowski, 

1992; Fontenele-Neto et al, 2001; Massarelli et al, 1999). Consistente com 

essa ampla distribuição tecidual e subcelular, a TOP está envolvida em uma 

variedade de funções fisiológicas (Ray et al, 2004). A enzima está 

relacionada com o metabolismo de peptídeos bioativos no sistema nervoso 

central e periférico, incluindo neurotensina, bradicinina, somatostatina, 

opióides, angiotensina I, encefalina e luliberina (Chu & Orlowski, 1985; 

Lasdun & Orlowski, 1989; Molineaux & Ayala, 1990; Dando et al., 1993; 

Schriefer et al, 1993; Yang et al., 1994; Wu et al., 1997; Lew et al., 1997). 

 Cunha et al (2008) mostraram que TOP é fisiologicamente importante 

na degradação de peptídeos intracelulares que auxiliam no controle da 
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transdução do sinal de GPCR (receptor acoplado à proteína G). Em algumas 

condições patológicas, uma mudança significativa na composição dos 

peptídeos intracelulares pode alterar a homeostase celular. Alguns 

peptídeos intracelulares podem mimetizar o sítio de ligação de proteínas e 

interferir na sinalização intracelular (Burns-Hamuro et al, 2003) ou modular 

a atividade enzimática atuando como inibidores competitivos (Fruitier-

Arnaudin et al, 2002). 

 Uma grande atividade de TOP é observada na fração solúvel do 

citoplasma de varias células, onde se verificou seu envolvimento na 

degradação de peptídeos provenientes do proteassoma, além de limitar o 

número de peptídeos para apresentação via MHC classe I. Foi verificado que 

a inibição de TOP com siRNA (small interfering RNA) aumenta a 

apresentação de peptídeos antigênicos (York et al, 2003; Saric et al, 2004).  

 A TOP e a neurolisina são capazes de hidrolisar bradicinina (Rioli et 

al, 1998). A bradicinina é um nonapeptídeo (RPPGFSPFR) capaz de induzir 

inflamação promovendo vasodilatação, aumento da permeabilidade vascular 

e dor. O peptídeo é gerado pela ação de calicreínas a partir do cininogênio 

(Del Rosso et al, 2008, revisão). 

Aliberti et al (2003) relataram que bradicinina induz a produção de 

IL-12 por células dendríticas. Essa citocina estimula a polarização da 

resposta imune para Th1. No caso do P. brasiliensis, a produção, eventual 

secreção ou liberação de enzimas TOP-like após lise, poderia impedir tal 

efeito da bradicinina, constituindo-se em um mecanismo pró-fúngico 

importante. 

A neurolisina foi inicialmente descrita em cérebro de rato e 

caracterizada por sua capacidade de degradar a neurotensina (NT - 
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pELYENKPRRPYIL), um peptídeo biologicamente ativo presente no sistema 

nervoso central (Checler et al, 1995;Barelli et al, 1993). Também é capaz 

de hidrolisar diversos peptídeos biologicamente ativos como bradicinina e 

dinorfina A 1-8 e está distribuída em diversos tecidos de mamíferos como 

cérebro, rim e fígado (Dauch et al, 1992). A determinação da estrutura 

tridimensional da neurolisina pode confirmar a seletividade desta enzima 

por substratos de no máximo 17 aminoácidos (Brown et al, 2001), assim 

como observado para a TOP.  

TOP e neurolisina possuem aproximadamente 60% de similaridade e 

clivam a maioria dos peptídeos bioativos e sintéticos (Barret et al, 1995; 

Checler et al, 1995), sendo difícil a sua distinção. Apesar de apresentarem 

especificidades semelhantes, alguns substratos são clivados em diferentes 

sítios por TOP e neurolisina (Barrett et al., 1995; Rioli et al., 1998; Vincent 

et al., 1995; Camargo et al., 1997; Oliveira et al., 2001a e 2001b). Por 

exemplo, a neurotensina, é clivada pela TOP entre Arg-Arg gerando NT1-8 e 

NT9-13 e neurolisina hidrolisa entre Pro-Tyr, gerando NT1-10 e NT11-13. Estudos 

com enzimas recombinantes ou purificadas e substratos sintéticos e 

bibliotecas de inibidores revelaram sutis diferenças na especificidade da 

neurolisina em relação a TOP (Lew et al., 2000; Jiracek et al., 1995 e 

1996). A bradicinina é clivada por ambas em Phe-Ser (Rioli et al, 1998).  

A distinção entre as duas enzimas também pode ser feita pelo uso de 

inibidores. A neurolisina é inibida pelo dipeptídeo Pro-Ile, que é pouco ativo 

na inibição da TOP (Dauch et al, 1991) enquanto  que o JA-2 (N-[1-(R,S)-

carboxy-3-phenylpropyl]-Ala-Aib-Tyr-p-aminobenzoate) é um inibidor 

seletivo para a TOP (Shrimpton et al, 2000). 
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A cristalização de TOP e da neurolisina (Brown et al., 2001; Ray et 

al., 2004), mostram que ambas possuem quase o mesmo dobramento 

global, com um desvio de 1,19 Å quando as enzimas são sobrepostas. 

Ambas possuem o seu sítio ativo ao fundo de um canal estreito e profundo, 

explicando a sua especificidade por pequenos peptídeos com menos do que 

17 resíduos de aminoácidos; acredita-se então que todos integrantes da 

subfamília M3 possuam esse mesmo tipo de sítio (Brown et al, 2001). 

A clivagem da neurotensina em diferentes pontos pela TOP e 

neurolisina pode ser explicada comparando-se o potencial eletrostático do 

fundo do canal das duas enzimas. A superfície do piso próximo à abertura 

final do canal na TOP é fortemente eletronegativa, promovendo uma ligação 

da neurotensina com as duas argininas adjacentes deslocadas em direção à 

abertura final do canal a fim de otimizar interações eletrostáticas. Na 

neurolisina, por sua vez, existem muitos pontos básicos, deslocando o sítio 

de ligação da neurotensina em direção ao final fechado do canal para 

minimizar repulsão eletrostática entre a enzima e os resíduos básicos do 

peptídeo (Ray et al, 2004). 

 

1.2.2. Neprilisina (NEP, 3.4.24.11)  

 

 A endopeptidase neutra (NEP, EC 3.4. 24.11) é uma zinco metalo-

peptidase ligada à membrana de várias células. A NEP está presente em 

cérebro de mamíferos e devido a sua ação sobre as encefalinas a enzima é 

também denominada “encefalinase”. Foi demonstrado o envolvimento da 

NEP na inativação de outros neuropeptídeos, tais como as dinorfinas, 

endorfinas e neurotensina. Além disso, a NEP hidrolisa de maneira eficaz a 
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bradicinina, o fator natriurético do átrio, angiotensinas I e II e substância P. 

(Roques et al., 1993; Koehne et al. 1998).  

 Em 2001, Iwata et al. mostraram que a NEP está envolvida na 

degradação do peptideo β-amilóide que é um metabólito fisiológico presente 

no cérebro e cujo acúmulo leva ao desenvolvimento da Doença de 

Alzheimer. Esta descoberta tornou ainda maior o interesse no estudo da 

enzima e na definição de suas reais funções fisiológicas (revisto por Turner, 

2003). 

 A NEP tem semelhanças com endopeptidases bacterianas em termos 

de especificidade, tal como a termolisina. No entanto, a NEP prefere 

peptídeos pequenos, (menores do que 15 aminoácidos) e devido à presença 

de um resíduo de Arg no centro ativo, direciona o sítio de clivagem para 

extremidade C-terminal do peptídeo. A enzima tem uma clara preferência 

por resíduos hidrofóbicos em P1’ sendo Leu e Phe os amino ácidos 

preferidos nesta posição (Pozsgay et al., 1986). A atividade endopeptidásica 

da enzima foi bem estudada, entretanto sua atividade como 

carboxipeptidase ainda não foi caracterizada.  

  Devido à importância farmacológica da NEP e ao interesse no 

desenvolvimento de inibidores, esta enzima foi a primeira desta classe de 

peptidases a ter a sua estrutura tridimensional descrita (Oefner et al., 

2000). 

 

1.2.3. Sacarolisina (EC 3.4.24.37) 

 

 A sacarolisina foi inicialmente descrita em Saccharomyces cerevisiae 

e apresenta alta similaridade com a thimet oligopeptidase de mamífero, 
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além da capacidade de degradar substratos também clivados pela TOP. 

Sacarolisina cliva bradicinina entre Phe-Ser e, em contraste com a TOP, sua 

atividade não é afetada por DTT, N-ethilmaleimida, ácido iodoacético ou 

iodoacetamina, sugerindo que ela não é uma metalo-peptidase tiol-

dependente (Hrycyna & Clark, 1993). 

 A saccharolisina é uma proteína de cadeia única, constituída por 712 

aminoácidos com uma massa molecular de aproximadamente 81,8 kDa, 

apresentando sequência proteica similar à MepB oligopeptidase de 

Aspergillus fumigatus, TOP e neurolisina (Büchler et al, 1994; Ibrahim-

Granet & d’Enfert, 1997). A principal região de similaridade ocorre na 

proximidade do motivo His-Glu-Leu-Gly-His (HELGH) na posição 501 e 

Asp-Phe-Val-Glu-Ala-Pro (NFVQAP) na posição 528, que corresponde a dois 

motivos encontrados em termolisina e que contribuem para a atividade 

catalítica pela ligação do zinco aos dois resíduos de His e ao resíduo de Glu 

(Büchler et al, 1994; Ibrahim-Granet & d’Enfert, 1997). 

 A sua localização é primariamente citosólica, entretanto uma pequena 

atividade (3-5%) foi observada no espaço intermembranas da mitocôndria. 

O Saccharomyces cerevisiae mutante para o gene da sacarolisina não 

apresenta atividade citoplasmática e nem mitocondrial e seu fenótipo não é 

alterado, indicando que a sacarolisina não é uma enzima envolvida em 

processos proteolíticos essenciais ao fungo. No entanto, o acúmulo de 

peptídeos observados no mutante, indica que a sacarolisina é a 

oligopeptidase intracelular mais importante, responsável pela degradação 

de peptídeos de proteólise não vacuolar (Büchler et al, 1994). 

 Uma característica da sacarolisina é não ser tiol-dependente, uma 

característica compartilhada com a neurolisina. Isto pode estar relacionado 
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com o pequeno número de cisteínas presentes na sacarolisina (4 resíduos), 

em contraste com a thimet oligopeptidase (14 resíduos) (Barrett et al, 

2004).  

 

1.2.4. Peptidase intermediária de mitocôndria (MIP, EC 3.4.24.59) 

 

 A peptidase intermediária de mitocôndria foi caracterizada pela 

primeira vez em mitocôndrias de fígado de rato (Kalousek et al, 1988) e 

também foi descrita em S. cerevisiae (Isaya et al, 1994), Schizophillum 

commune (Isaya et al, 1995), e no homem (Chew et al, 1997). A MIP 

humana apresenta 92% de identidade com a MIP de rato e 54% de 

identidade com a MIP de S. cerevisiae. Todas as MIPs identificadas 

apresentam um tamanho aproximado de 75 kDa, com o motivo conservado 

(HEXXH); são codificadas por genes nucleares e transportadas para a 

mitocôndria após síntese (Chew et al, 2000). 

A MIP é a principal enzima mitocondrial que cliva proteínas de 

tamanhos intermediários, inicialmente processadas por MPPs - peptidases 

processadoras de mitocôndria (Isaya et al, 1991). A MIP remove 8 resíduos 

do N-terminal do fragmento recém-formado pela ação das MPPs (Gavel et 

al, 1990; Isaya et al, 1991; Kalousek et al, 1988; Branda & Isaya, 1995). 

Chew e colaboradores (1997) relataram que ambas as MIPs, humana e 

fúngica, estão primariamente envolvidas na maturação de proteínas 

relacionadas à fosforilação oxidativa (OXPHOS). A MIP é diferencialmente 

expressa nos tecidos humanos. Coração, músculo esquelético e pâncreas 

apresentam aumento de expressão, e esses três órgãos são 

frequentemente afetados em doenças relacionadas à OXPHOS. 
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Em um estudo recente, a bradicinina e peptídeos fluorogênicos 

derivados de bradicinina (Abz-RPPGFSPFRQ-EDDnp e Abz-GFSPFRQ-EDDnp) 

foram utilizados para verificar a especificidade de hMIP (Marcondes et al, 

2009). A hMIP hidrolisou a bradicinina entre Phe-Ser, mesmo ponto de 

clivagem descrito anteriormente para MIP, TOP e NEL (Rawlings et al, 2008; 

Oliveira et al, 2001a e 2001b). A hidrólise dos peptídeos fluorogênicos 

derivados de bradicinina por hMIP ocorreu entre Phe-Ser, enquanto TOP e 

NEL clivam esses substratos entre Pro-Phe (Marcondes et al, 2009). A 

bradicinina e os substratos fluorogênicos derivados de bradicinina podem, 

portanto, ser utilizados para diferenciar essas metalopeptidases. Ainda não 

foram identificados inibidores específicos para essa enzima (Marcondes et 

al, 2009) 
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1.3. Paracoccidioides brasiliensis e paracoccidioidomicose 

 

 O Paracoccidioides brasiliensis é um fungo dimórfico que causa no 

homem a paracoccidioidomicose (PCM) e foi inicialmente descrito por Lutz 

em 1908. Conídios formados na fase miceliana agem como propágulos 

infecciosos após inalação e fixação nos alvéolos pulmonares. O fungo sofre 

então uma transformação termo-dependente dando origem a leveduras que 

causam a doença (Brummer et al, 1993). Atualmente o P. brasiliensis é 

classificado como Eukaryota, do reino Fungi, sub-reino Dikarya, filo 

Ascomycota, sub-filo Pezizomycotina, classe Eurotiomycetes, sub-classe 

Eurotiomycetidae, ordem Onygenales, gênero Paracoccidioides, espécie 

brasiliensis (Taxonomy ID: 121759 NCBI, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/taxonomyhome.html). 

 A PCM distribui-se em regiões tropicais e subtropicais da América 

Latina, desde o México, até a Argentina. É uma doença endêmica no Brasil 

atingindo principalmente trabalhadores rurais, afetando suas atividades 

normais (Lacaz et al, 2002). No Brasil, as taxas de mortalidade das micoses 

sistêmicas mostram que elas são a décima causa de morte mais comum 

entre as doenças infecciosas e parasitárias. Entre 1996 e 2006, a PCM foi 

responsável por aproximadamente metade do número de mortes 

relacionadas a micoses sistêmicas, sendo que os Estados de SP e PR 

apresentaram as maiores taxas de mortalidade, com índices decrescentes 

em relação ao primeiro e último período da década estudada (Prado et al, 

2009). 

Embora ainda não completamente definido, a PCM não é uma doença 

transmitida de homem a homem. A ocorrência de casos entre familiares é 
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um evento raro (Londero & Ramos 1972). Esta micose profunda ou 

sistêmica apresenta várias formas de manifestação clínica e patológica, 

abrangendo desde formas benignas e localizadas a formas severas e 

disseminadas (Lacaz et al, 2002). A doença é caracterizada por uma 

infecção granulomatosa crônica e na forma multifocal, há o envolvimento de 

vários órgãos. A regressão da lesão é geralmente acompanhada de fibrose 

residual (Mendes-Gianini et al, 2000; Miyoshi & Shinoda, 2000). 

Há duas formas clínicas principais da PCM: a forma aguda ou sub-

aguda (tipo juvenil) e a forma crônica (tipo mais comum em adulto), 

embora tanto a apresentação clínica como o curso da doença varie de 

paciente para paciente (Brummer et al, 1993; Franco, 1994). 

A forma crônica da paracoccidioidomicose, que é responsável por 

mais de 90% dos casos, principalmente nos indivíduos do sexo masculino, 

progride lentamente e pode demorar meses ou anos para se desenvolver 

plenamente, caracterizando uma doença crônica. A PCM crônica atinge 

principalmente os pulmões, levando a uma significativa morbidade devido à 

insuficiência grave da função pulmonar. Posteriormente, a doença pode se 

disseminar para outros órgãos e tecidos, formando lesões secundárias nas 

membranas mucosas, pele, gânglios linfáticos e glândulas supra-renais. Em 

contrapartida, o tipo de PCM juvenil ou aguda, que se desenvolve em um 

período muito curto, é mais grave, levando a taxas significativas de 

mortalidade devidas principalmente à hipertrofia do sistema 

reticuloendotelial. Independentemente dos órgãos envolvidos, as lesões na 

PCM após tratamento cicatrizam geralmente por fibrose, com a formação de 

lesões fibróticas, que podem interferir permanentemente com o bem-estar 

do paciente (Borges-Walmsley et al, 2002).  
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A principal defesa do hospedeiro contra o P. brasiliensis é a resposta 

mediada por células, com formação de granulomas. O granuloma 

característico da PCM é composto de células gigantes epitelióides, podendo 

ser observados polimorfonucleares (PMN) próximos aos fungos. Ao redor 

das células epitelióides há um halo de células mononucleares (Franco, 

1987). Em pacientes com formas menos graves da doença, a resposta 

imune induz à formação de granulomas compactos contendo número 

reduzido de células fúngicas. Pacientes com formas mais graves da doença 

frequentemente apresentam granuloma frouxo, com um influxo celular com 

capacidade reduzida de combater o fungo, que tende a se desenvolver em 

grande número. Entre os dois extremos ocorrem diferentes manifestações 

clínicas e imunológicas (Benard et al, 1994). 

Calich e colaboradores (2008) revisaram o papel da imunidade inata 

na infecção por P. brasiliensis. O macrófago é a principal célula de defesa 

contra o fungo e o P. brasiliensis é capaz de se multiplicar dentro de 

macrófagos peritoniais e pulmonares. Macrófagos ativados por IFN-γ são 

fungicidas (Brummer et al 1988 e 1989). PMNs humanos e murinos 

apresentam atividade antifúngica, que aumenta sob ativação de GM-CSF e 

IFN-γ ou IL-1β, mas não TNF-α ou IL-8 (Kurita et al, 2000; Kurita et al, 

2005). A ação do TNF-α como ativador de macrófagos é controversa, pois 

contrariamente ao resultado anterior, foi observado que TNF-α estimula 

mais a eliminação de P. brasiliensis por macrófagos do que IFN-γ (Soares et 

al, 2001). Foi observado também que monócitos humanos ativados por 

TNF-α recombinante mostraram uma atividade fungicida significante para o 

P. brasiliensis, com direta associação entre a morte intracelular do fungo e a 

produção de H2O2 pelas células ativadas (Carmo et al, 2006). 
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O óxido nítrico (NO), liberado por macrófagos ativados, também está 

envolvido na imunosupressão de células T durante a infecção assim como 

na morte do P. brasiliensis. Óxido nítrico derivado de NO sintase é essencial 

para a resistência à paracoccidioidomicose, mas a sua superprodução está 

associada à susceptibilidade (Nascimento et al, 2002). 

A infecção com o P. brasiliensis também induz uma resposta imune 

adaptativa fungo-específica. Taborda et al (1998) demonstraram que a 

resposta imune protetora contra o P. brasiliensis é dependente de IFN-γ, e 

essa citocina é principalmente produzida por linfócitos T-CD4+, responsivos 

à gp43 ou ao peptídeo P10, como descrito adiante. A indução de linfócitos T 

protetores depende da apresentação de peptídeos específicos por células 

dendríticas, associada à presença de estímulos que induzam a produção de 

interleucinas do tipo Th1, como IL-12 e IFN-γ, por essas células. Na 

evolução natural da paracoccidioidomicose em camundongos B10.A, 

sensíveis à doença, as células dendríticas são estimuladas a produzir 

interleucinas do tipo Th2, como IL-10, e expressam baixos níveis de 

moléculas coestimulatórias, o que impede a indução de uma resposta imune 

protetora capaz de eliminar completamente a doença (Ferreira et al, 2007). 

Já foi demonstrado que a gp43 inibe a expressão de moléculas de MHC 

classe II na superfície de células dendríticas, e também inibe a secreção de 

IL-12 por essas células (Ferreira & Almeida, 2006). A produção de diversos 

fatores pelo fungo que impeçam a estimulação correta das células 

dendríticas no sítio inflamatório da doença pode explicar parcialmente a 

reduzida eficiência da resposta imune anti-fúngica e o estabelecimento da 

infecção no hospedeiro susceptível.  
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A gp43, uma glicoproteína de 43 kDa descrita por Puccia e 

colaboradores (1986), é o principal componente antigênico da 

paracoccidioidomicose e é reconhecida por anticorpos de pacientes com a 

doença ativa (Puccia & Travassos, 1991; Camargo et al, 1994). Esta 

glicoproteína foi clonada e sequenciada em 1996 por Cisalpino e 

colaboradores, e é constituída por 416 aminoácidos. A gp43 é uma molécula 

com similaridade às exo-1,3-β-glucanases fúngicas, no entanto em um dos 

sítios catalíticos conservados para atividade de glucanase houve 

substituição de um aminoácido, modificando a sequência Asn-Glu-Pro para 

Asn-Lys-Pro, o que pode explicar a perda da atividade enzimática da gp43. 

Ela possui uma cadeia oligossacarídica “high mannose” N-ligada (Almeida et 

al, 1996). 

A gp43 é a molécula mais bem estudada do fungo, todavia seu papel 

no desenvolvimento da doença ainda é controverso. Já foi observado que 

gp43 ligada à laminina aumenta a invasão fúngica e destruição de tecidos 

no modelo de infecção testicular de hamster (Vicentini et al, 1994) e esta 

mesma associação causa uma diminuição da patogenicidade do fungo no 

modelo pulmonar (Andre et al, 2004). 

Anticorpos monoclonais contra a gp43 interferiram na patogenicidade 

fúngica in vivo inibindo ou aumentando a formação de granulomas e a 

destruição tecidual pelas leveduras de P. brasiliensis ligadas à laminina, 

dependendo da especificidade do anticorpo (Gesztezi et al, 1996). 

Curiosamente, foi demonstrado que alguns, mas não todos, anticorpos 

monoclonais contra a gp43 reduziram a carga fúngica dos animais após 

administração passiva, antes e depois da inoculação intratraqueal ou 

intravenosa do fungo. O mAb 3E, o mais eficiente para a redução da carga 
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fúngica, aumentou a fagocitose das leveduras pelos macrófagos, levando a 

um aumento da produção de óxido nítrico (NO) por essas células e a um 

aumento de IFN-γ no pulmão dos animais infectados e tratados. O peptídeo 

NHVRIPIGWAV foi determinado como o sítio de ligação do mAb 3E à gp43, 

podendo ser utilizado como um candidato ao desenvolvimento de uma 

vacina fúngica (Buissa-Filho et al, 2008). Anti-gp43 também foi utilizado em 

ensaios de adesão (Hanna et al, 2000) que mostraram que esse anticorpo 

foi capaz de inibir a adesão de P. brasiliensis em até 85%. Além disso, a 

gp43 também se liga a fibronectina (Mendes-Giannini et al, 1996), proteína 

de matriz extracelular à qual a adesão do fungo é importante para que 

ocorra a invasão dos tecidos. 

O P10, um peptídeo com 15 aminoácidos com sequencia 

QTLIAIHTLAIRYAN, derivado da sequência da gp43 e que contém o epitopo 

específico de céulas T CD4+, apresentado pelo MHC de classe II (Taborda et 

al, 1998), foi utilizado na imunização de camundongos e foi capaz de 

diminuir a quantidade de UFCs e limitar a disseminação dos fungos para 

outros órgãos. A proteção pelo P10 está associada à indução de IFN-γ 

produzindo uma resposta Th-1. Esse mesmo peptídeo associado à 

quimioterapia foi utilizado na imunização de camundongos anérgicos 

utilizando o modelo de infecção intratraqueal (Marques et al, 2008), 

obtendo uma redução significativa na diminuição de UFCs (Unidades 

formadoras de colônia), preservação da estrutura alveolar pulmonar e 

limitando a disseminação do fungo para o fígado e o baço. Mais 

recentemente foi demonstrado que a associação do P10 com a flagelina 

FlicC de Salmonella enterica induziu resposta imune protetora que reduziu o 
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crescimento de P. brasiliensis in vivo e os danos ao pulmão no modelo 

intratraqueal (Braga et al, 2009). 

O tratamento da paracoccidioidomicose é prolongado e muitos 

pacientes são tratados por um a dois anos com quimioterápicos. Na 

ausência de terapia medicamentosa, a doença é geralmente fatal. 

Atualmente, cetoconazol e itraconazol são as drogas de escolha, mais do 

que sulfonamidas e anfotericina B, que são responsáveis por elevadas taxas 

de recidiva. Embora azoles e outras drogas possam deter a progressão da 

paracoccidioidomicose, as lesões fibróticas persistem, provavelmente 

constituindo uma fonte de leveduras que poderia levar a uma recidiva da 

doença após término do tratamento (Mendes et al, 1994; Shikanai-Yasuda 

et al, 2006). Uma característica do P. brasiliensis é a sua capacidade de 

iniciar uma infecção depois de prolongado período de dormência. Por 

exemplo, não é raro pacientes adoecerem mais de uma década após 

deixarem uma região endêmica (Brummer et al, 1993). 

 

1.4. Metalo-peptidases fúngicas 

 

No banco de dados MEROPS (Rawlings et al, 2008), na família M3 de 

peptidases, à qual pertence a TOP, estão relacionadas mais de 100 

peptidases fúngicas. No genoma de espécies de Aspergillus, Cândida, 

Picchia além de Coccidioides posadasii e Saccharomyces cerevisiae, já 

foram encontradas sequências de enzimas homólogas a essa família. No 

entanto, poucas foram isoladas ou tiveram sua atividade determinada, e o 

papel dessas enzimas no desenvolvimento do fungo ou da doença a ele 

relacionada ainda é elusivo.  
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Em Saccharomyces cerevisiae foi descrita uma metalo-peptidase 

(sacarolisina) solúvel, similar a thimet oligopeptidase de rato, inicialmente 

denominada oligopeptidase yscD, com massa molecular calculada de 81.8 

kDa. Foi encontrada 34,8% de identidade entre os aminoácidos que compõe 

a oligopeptidase yscD e a TOP de mamíferos. A sacarolisina de S. cerevisiae 

é capaz de clivar a bradicinina na ligação Phe-Ser. Sua atividade é inibida 

por ο-phenantrolina e EDTA (Büchler et al, 1994). A sua localização é 

primariamente citosólica, entretanto uma pequena atividade (3-5%) foi 

observada no espaço intermembranas da mitocôndria. O mutante de S. 

cerevisiae para o gene da sacarolisina não apresenta atividade 

citoplasmática e nem mitocondrial (Büchler et al, 1994). 

Uma metalo-protease citosólica de 82 kDa, denominada MepB, foi 

descrita em Aspergillus fumigatus (Ibrahim-Granet, 1997). Essa enzima, 

capaz de degradar colágeno tipo I, apresenta aproximadamente 45% e 

41% de identidade com TOP e neurolisina de mamíferos, respectivamente. 

A identidade com membros da família da thimet oligopeptidase presentes 

em bactérias é de cerca de 30%. Não há evidências da secreção dessa 

proteína e ela está envolvida na degradação de peptídeos bioativos 

(Ibrahim-Granet & d’Enfert, 1997).  

Atividade proteolítica similar a MepB, verificada sobre o substrato PZ-

PLGPA, foi observada em extratos citosólicos de diversos isolados fúngicos 

como por exemplo, Fonsecaea pedrosoi, Wangiella dermatitidis, Sporothrix 

schenckii, Trichophyton mentagrophites, Trichophyton schoenleinii, 

Epidermophyton floccosum, Microsporum canis, entre outros, embora os 

genes das enzimas não tenham sido clonados (Ibrahim-Granet et al, 1996). 
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Foi verificado que a metalo-protease MepB de A. fumigatus também é capaz 

de degradar o substrato PZ-PLGPA.  

Em Candida albicans também foi descrita a existência de uma 

metalo-peptidase de 95 kDa, inibida fortemente por ο-fenantrolina e EDTA, 

e localizada na parece celular. A enzima degradou totalmente fibronectina e 

colágeno tipo I e parcialmente laminina e colágeno tipo IV, componentes da 

matriz extracelular do hospedeiro, o que sugere que ela pode ser 

classificada como um fator de virulência fúngica, por facilitar a migração do 

fungo nos tecidos após cruzar a barreira endotelial, permitindo a invasão 

tecidual (el Moudni et al, 1995 ;Rodier et al, 1999). Outras espécies de 

Candida parecem apresentar a mesma atividade proteolítica (El Moudni et 

al, 1995).  

Metalo-peptidases em Coccidioides posadasii, com aproximadamente 

30 kDa (Hung et al, 2005) e Pseudallescheria boydii, com aproximadamente 

28 kDa (Silva et al, 2006) foram identificadas e relacionadas à habilidade do 

patógeno persistir no homem, pela sua atividade catalítica sobre antígenos 

de superfície para evitar sua detecção pelo sistema imune.  

 

1.5. Peptidases já descritas em Paracoccidioides brasiliensis 

 

Estudos recentes baseados na identificação de genes homólogos ao 

de proteases conhecidas no transcriptoma de um isolado desse fungo 

(isolado Pb01) demonstraram a existência de 5,6% de aspartil-peptidases, 

11,3% de cisteíno-proteinases, 22,6% de metalo-peptidases, 18,8% de 

serino-peptidases e 41,5% de subunidades de proteasoma em 53 ORFs 

codificando proteases independentes e dependentes de energia (Parente et 



  Introdução 

- 25 - 

al, 2005). O efeito do plasma humano no perfil transcricional de proteínas 

de P. brasiliensis também foi avaliado por Bailão e colaboradores (2007), 

verificando-se um aumento na expressão de proteínas relacionadas à 

degradação de ácidos graxos, síntese proteica, proteínas relacionadas à 

sensibilidade de mudança na osmolaridade, remodelação de parede celular 

e defesa celular.  

Uma serino-peptidase com atividade exocelular foi caracterizada em 

P. brasiliensis (Carmona et al, 1995; Puccia et al, 1998). A enzima é capaz 

de clivar componentes da membrana basal da matriz extracelular como 

laminina, fibronectina, colégeno do tipo IV e proteoglicanas e esta hidrolise 

é inibida por PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonila) e p-HMB (para-

hidroximercuriobenzoato). 

As proteínas kexin-like pertencem à família das subtilisinas e estão 

envolvidas no processamento de pró-proteínas em sua forma ativa. Em 

fungos, as kexin-like estão envolvidas em processos celulares importantes, 

como o dimorfismo. A kexin-like de P. brasiliensis foi capaz de 

complementar a função de um mutante de S. cerevisiae para o gene kex2 e 

esse gene no P. brasiliensis pode ser considerado o seu homólogo (Torres et 

al, 2008). 

Recentemente, as metalo-peptidases de matriz MMP-9 e MMP-2 

foram descritas na infecção in vivo por P. brasiliensis (Nishikaku et al, 

2009). Estas metalopeptidases estão envolvidas na modulação do rearranjo 

da matrix extracelular, inflamação e imunidade.  

Em Paracoccidioides brasiliensis ainda não foi isolada ou caracterizada 

nenhuma enzima com atividade oligopeptidásica. 
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2. Objetivos 

 

 
 Este estudo teve como objetivo a verificação da presença de uma 

possível atividade metalo-oligopeptidásica em frações intra- e/ou 

extracelulares de P. brasiliensis, correlacionando ou não sua presença à 

patogenicidade fúngica e ao desenvolvimento da doença in vivo. 

 

Os objetivos específicos foram: 

1. Detecção e caracterização de atividade metalo-oligopeptidásica em 

lisados e sobrenadantes de cultura de leveduras de P. brasiliensis, 

detecção de anticorpos contra a peptidase em pacientes com 

paracoccidioidomicose, para determinar a possível secreção da 

peptidase pelo fungo in vitro ou in vivo; 

2. Obtenção da peptidase recombinante ou nativa, 

3. Correlação da expressão da metalo-oligopeptidase com a virulência 

do fungo, analisando-se o isolado Pb18 com maior ou menor 

virulência. 
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3. Materiais e Métodos 

 

3.1. Enzimas, anticorpos e plasmídeos recombinantes 

As proteínas recombinantes utilizadas neste trabalho, rTOP (humana 

ou rato), rMIP (humana ou rato) e o anticorpo policlonal obtido em coelhos 

reativo contra MIP humana (Proteintech Group) foram gentilmente cedidos 

pelo Prof. Dr. Vitor Oliveira do Departamento de Biofísica da UNIFESP. 

Utilizou-se também um anticorpo policlonal obtido em coelhos reativo 

contra a TOP murina (Proteimax). Os clones (PBDEX-Y1-094t_G12.es e 

PBGEX-M1-100t_D11.es) provenientes da biblioteca de cDNA do isolado 01 

de P. brasiliensis foram cedidos pela Profa. Dra. Maria Sueli Soares Felipe, 

Departamento de Biologia Celular da UnB (Felipe et al, 2005), e os clones 

provenientes da biblioteca de cDNA do isolado 18 (Pb3NEW1-168E06.seq-2 

e Pb50001-165C09.seq-1) foram cedidos pelo Prof. Gustavo Goldman, 

Faculdade de Farmácia, USP - Ribeirão Preto (Goldman et al, 2003). 

 

3.2. Animais 

Camundongos Balb/c de 4 a 5 semanas foram obtidos do Centro de 

Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME), da Universidade 

Federal de São Paulo (UNIFESP) ou do biotério do ICB-USP, mantidos em 

microisoladores, com água, ração e serragem autoclavadas. Os 

experimentos utilizando animais foram realizados de acordo com as regras 

do Comitê de Ética para Experimentação Animal da UNIFESP, projeto 

registrado sob número 1665/05. 
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3.3. Isolados fúngicos 

Foi utilizado o isolado da cepa 18 do fungo Paracoccidioides 

brasiliensis (Pb18), obtido originalmente de lesão de um paciente, e 

mantido em cultivo em laboratório. O isolado mantido em culturas in vitro 

foi considerado como não virulento (NV). Para obtenção de um isolado de 

maior virulência, denominado de virulento (V), as leveduras foram 

inoculadas in vivo em camundongos e recuperadas dos órgãos infectados 

desses animais. O grau de virulência dos 2 isolados foi avaliado antes da 

sua utilização em experimentos, como descrito no item 3.5. 

 

3.4. Cultivo dos fungos na fase leveduriforme 

Os isolados de Paracoccidioides brasiliensis foram mantidos em meio 

YPD sólido modificado (0,5% extrato de levedura, 0,5% triptona, 1,5% 

glicose, 1,5% ágar) a 37oC. Alternativamente, as leveduras foram 

cultivadas em meio YPD líquido a 37°C, sob agitação. 

 

3.5. Infecção de camundongos Balb/c com isolados de P. 

brasiliensis 

Para verificar a virulência dos isolados Pb18 utilizados neste trabalho, 

camundongos Balb/c machos, com 6-8 semanas, foram infectados 

intravenosamente com 1x106 leveduras viáveis em 100 µL de PBS. A 

viabilidade da cultura previamente à inoculação foi verificada com o 

reagente de exclusão Trypan blue e contagem em câmara de Neubauer. Os 

animais foram sacrificados após 7 dias e Unidades Formadoras de Colônia 

(UFC) foram determinadas em pulmões homogeneizados e cultivados em 

placas contendo meio BHI (Brain Heart Infusion, Difco) suplementadas, 
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como descrito anteriormente (Castañeda et al, 1988; Taborda et al, 1998). 

Resumidamente, os órgãos pesados de cada camundongo foram 

homogeneizados utilizando-se um homogeneizador de tecidos elétrico 

(Tecnal, São Paulo) em 2 mL de PBS e 100 µL do homogenato foi espalhado 

em placas de Petri com 4,9 cm de diâmetro (Cral) contendo BHI 

suplementado (BHI adicionado de 4% de soro fetal bovino, 5% de filtrado 

de cultura do isolado 339, 100 µg streptomicina e 100 UI penicilina por mL). 

UFCs dos órgãos de cada camundongo foram contadas após 30 dias e as 

UFCs por grama de tecido foram calculadas individualmente. Os resultados 

estão apresentados como média das triplicatas de cada órgão x103 ± desvio 

padrão.  

 

3.6. Obtenção do lisado total e de frações citosólica e de membrana 

das leveduras do P. brasiliensis 

Células leveduriformes cultivadas em meio sólido foram coletadas, 

lavadas duas vezes em solução tampão salina estéril (TBS – 10mM Tris-HCl, 

150mM NaCl, pH 7.4), ressuspendidas em aproximadamente 1 mL de TBS e 

aliquotadas (300 µl/tubo). Para lise das leveduras, o mesmo volume de 

glass beads (425-600 µM, Sigma), foi adicionado (Carvalho et al, 2005). O 

tubo foi então agitado vigorosamente em vortex (30 seg. com intervalos de 

30 seg no gelo, 10 - 15 vezes). Alternativamente, para obtenção de maior 

volume de lisado, todo o processo foi realizado em tubos de 50mL, 

respeitando-se as proporções dos reagentes utilizados. Membrana e parede 

celular foram separadas por ultracentrifugação (100.000g por 2h à 4ºC) e 

em seguida a membrana foi ressuspendida em 500 µL de uma solução 

tampão Tris 50mM, pH 7,4. O sobrenadante (denominado extrato 
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citosólico) foi armazenado em alíquotas à -80°C. A concentração proteica 

de todas as frações foi estimada pelo micro-método adaptado de Bradford 

(Bradford, 1976) utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrão. 

 

3.7. Obtenção do sobrenadante de cultura das leveduras para 

determinação da cinética de secreção da enzima com atividade 

oligopeptidásica. 

Para a obtenção do sobrenadante de cultura, as leveduras foram 

cultivadas em 50 mL de meio líquido quimicamente definido McVeigh-

Morton modificado (Castañeda et al, 1988). Amostras do sobrenadante (50 

mL) foram coletadas após 7, 15 e 21 dias e a atividade proteolítica no 

sobrenadante concentrado 50 vezes foi testada como descrito no ítem 3.8, 

utilizando-se o peptídeo Abz-GFSPFRQ-EDDnp. As mesmas condições foram 

testadas com a adição de 5% de soro fetal bovino no meio de cultura. 

 

3.8. Determinação da atividade oligopeptidásica no lisado e 

sobrenadante de leveduras de Paracoccidioides brasiliensis. 

Com o objetivo de caracterizar a atividade de oligopeptidases no 

lisado de leveduras de P. brasiliensis, foram utilizados  com supressão 

intramolecular de fluorescência contendo o grupo fluorescente orto-

aminobenzoico (Abz) e grupo apagador N-(2,4-dinitrofenil)-etilenodiamino 

(EDDnp). Estes compostos foram sintetizados pela Profa. Maria Aparecida 

Juliano, no Departamento de Biofísica da UNIFESP. Foram testados 

ospeptídeos apresentados na Tabela 1. 
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Tabela 1. Substratos com supressão intramolecular de fluorescência 

utilizados para caracterização de atividade oligopeptidásica no lisado de P. 

brasiliensis. Abz= ácido orto-amino benzóico; EDDnp= etilenodiamina 2,4-

dinitrofenil. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A hidrólise destes compostos foi monitorada em espectrofluorímetro 

HITACHI F-2000 com comprimentos de onda ajustados para λem=420nm e 

λex=320nm. Foram utilizadas cubetas de caminho óptico de 10 mm com 

volume final de 0,5 mL. A solução tampão Tris 50 mM, pH 7,4 foi mantida 

no compartimento termostatizado a 37oC durante 5 minutos antes da adição 

do substrato.  

Para verificar a presença de diferentes enzimas, a reação de hidrólise 

do substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp pela fração citosólica do P. brasiliensis 

foi inibida com os inibidores apresentados na Tabela 2. 

Substrato Característica dos Substratos 

Abz-GFSPFRQ-EDDnp 

Fragmento de bradicinina clivado 

pela TOP e neurolisina (Oliveira 

et al., 2001a). 

Abz-GFSIFRQ-EDDnp 

 

Fragmento modificado da 

bradicinina clivado 

preferencialmente por OpdA 

(Paschoalin et al., 2005). 

Abz-rRL-EDDnp 

Substrato seletivo para 

neprilisina (Medeiros et al, 

1997) 

Abz-NKPRRPQ-EDDnp 

Fragmento de neurotensina 

clivado preferencialmente por 

neurolisina (Oliveira et al., 

2001a). 
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Tabela 2: Inibidores testados na hidrólise do peptídeo Abz-GFSPFRQ-

EDDnp pela fração citosólica do P. brasiliensis e suas especificidades. 

 

Inibidores Características 

Orto-fenatrolina inibidor de metalo-peptidases 

JA-2 inibidor de TOP  

Pro-Ile inibidor de neurolisina  

PMSF inibidor de serino-peptidases 

E64 inibidor de cisteíno-peptidases 

Z-Pro-Prolinal inibidor de prolil-oligopeptidases 

Captopril 
inibidor de Enzima Conversora de 

Angiotensina I (ECA) 

 

3.9. Determinação dos pontos de clivagem da bradicinina e do 

substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp  

Nas reações de hidrólise da bradicinina (RPPGFSPFR) e do substrato 

Abz-GFSPFRQ-EDDnp, foram utilizados 50 e 20µM do peptídeo 

respectivamente, o qual foi incubado a 37ºC em tampão 50 mM Tris-HCL, 

pH 7,4 na presença de TOP recombinante murina ou de extrato citosólico do 

P. brasiliensis por 10 minutos. As amostras foram analisadas em sistema de 

HPLC analítico Shimadzu modelo C-R7A, constituído por duas bombas, 

injetor Rheodyne de 500 µl e coluna Chromatopac C-18 (4,6x150 mm) 

equilibrada com 0,1% de ácido fosfórico (solvente A). A eluição da coluna a 

um fluxo de 1,7 mL/min foi feita com um gradiente linear de 10-80% do 

solvente B (90% de acetonitrila, 0,1% de ácido fosfórico, v/v). Os 

fragmentos produzidos foram detectados com monitor de U.V. para 

detecção em ultravioleta e visível e monitor de fluorescência Shimadzu RF-
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535 e analisados utilizando os tempos de retenção. Os pontos de clivagem 

foram também deduzidos por espectrometria de massa, usando um 

aparelho modelo TofSpec E, da empresa Micromass, dotado de Tecnologia 

MALDI-TOF (Matrix Laser Desorption Ionisation - Time-of-Flight).  

 

3.10. Purificação de IgGs a partir de soro de pacientes com 

paracoccidioidomicose 

Soros de pacientes com paracoccidioidomicose ou negativos para a 

doença foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Arnaldo Colombo, da 

Disciplina de Doenças Infecciosas e Parasitárias da UNIFESP e pelo Prof. Dr. 

Zoilo Pires de Camargo, da Disciplina de Biologia Celular da UNIFESP. Estas 

amostras foram analisadas em ensaio de imunodifusão radial contra 

antígenos específicos de P. brasiliensis, e anticorpos específicos foram 

quantificados. Os soros analisados apresentaram títulos de anticorpos anti-

P. brasiliensis de 1:2, 1:4, 1:16 e 1:128. Um pool de soros de voluntários 

normais, não reativos com antígenos do fungo, também foi utilizado. Os 

soros (aproximadamente 1 mL) foram diluídos em 9 mL de PBS e 

esterilizados por filtração (filtro de 0,22 µm). A purificação de IgG dos soros 

foi realizada em coluna de Proteína G (GE Healthcare). Uma coluna de 1 mL 

de resina foi equilibrada com 20 mL de PBS em circuito aberto (fluxo de 0,5 

mL/minuto) e em seguida as amostras foram aplicadas individualmente na 

coluna. Foram realizadas duas ou três passagens de cada amostra pela 

coluna. A coluna foi lavada com 15 mL de PBS e as IgGs eluídas com 15 mL 

de solução glicina 0,1M pH 2,8, coletando-se alíquotas de aproximadamente 

1 mL em tubos contendo 200 µL de Tris-HCL 1M, pH 9,0, para 

neutralização. A coluna foi novamente lavada com 30 mL de PBS e 
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armazenada em PBS-Etanol 30% à 4ºC. As amostras eluídas da coluna 

foram dialisadas contra PBS por 24h e concentradas em sistema Amicon 

(Millipore). A pureza da preparação foi analisada em gel de SDS-PAGE e a 

concentração proteica foi determinada em espectrofotômetro a 280 nm, 

utilizando-se o coeficiente de extinção de 1,33 onde, absorbância = 1,33 

equivale a 1 mg/mL de IgG.  

 

3.11. Ensaio de inibição de atividade oligopeptidásica do lisado de P. 

brasiliensis por imunoglobulinas anti-P. brasiliensis. 

As IgGs purificadas de soro de pacientes com paracoccidioidomicose, 

assim como imunoglobulinas purificadas de voluntários normais, foram 

utilizadas como inibidores da atividade oligopeptidásica de lisado de P. 

brasiliensis. Foram adicionadas 100µg de IgG purificada ao extrato citosólico 

das leveduras de P. brasiliensis e a reação foi incubada por 30 minutos a 

37oC. Após a incubação, o substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp foi adicionado à 

reação e a determinação da atividade enzimática foi monitorada 

continuamente em espectrofluorímetro HITACHI F2000 conforme descrito 

no item 3.8. 

 

3.12. Purificação da enzima nativa 

 

3.12.1. Separação dos componentes com atividade enzimática 

do lisado de leveduras de P. brasiliensis em cromatografia de 

filtração em gel  

 Uma amostra (250 µL) de lisado de P. brasiliensis, isolado 18 

virulento foi submetida à cromatografia de gel filtração em coluna Superdex 
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TM 200 HR 10/30 (Amersham Biosciences - 30 x 31 cm) em sistema FPLC. 

Previamente, essa coluna foi equilibrada em tampão Tris-HCl 0,05 M, pH 

8,0, sob fluxo de 0,5 ml/min e calibrada com os seguintes marcadores de 

massa molecular: β-amilase (200kDa); BSA (66kDa), ovoalbumina (43kDa), 

anidrase carbônica (29kDa) e citocromo C (12,4kDa). A eluição da amostra 

foi feita com o mesmo tampão e acompanhada pela leitura da absorbância a 

280 nm. Foram recolhidas frações de 0,5 mL e a atividade enzimática 

testada em tampão 50 mM Tris pH 7,4 usando Abz-GFSPFRQ-EDDnp como 

peptídeo fluorogênico, como descrito no item 3.8. 

 

3.12.2. Seleção de peptídeos para imunização de 

camundongos e obtenção de soro policlonal específico 

 Peptídeos de 12 a 18 aminoácidos foram desenhados a partir do 

alinhamento da seqüência proteica do clone PBGEX-M1-100t_D11.es 

selecionado da biblioteca de cDNA do Pb01 e de uma proteína hipotética de 

Ajellomyces capsulatus, que apresentou 78% de identidade com o clone, 

verificado no programa BLAST (NCBI). Utilizando o programa Protean 

(DNAStar), foram escolhidas regiões de alta hidrofilicidade, as quais 

apresentam maior probabilidade de expressão na superfície da célula e alta 

imunogenicidade. Os peptídeos selecionados estão descritos na Tabela 3 e 

sua localização na sequência proteica está indicada na Figura 1. 

Esses peptídeos foram sintetizados pela Profa. Maria Aparecida 

Juliano (INFAR, UNIFESP), e foram utilizados na imunização de 

camundongos Balb/c para obtenção de soros policlonais monoespecíficos.  
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Tabela 3. Peptídeos sintéticos utilizados na imunização de camundongos 

para obtenção de soro policlonal. 

 

Peptídeos Sequência de aminoácidos 

Peptídeo 1 LYARHWETNQPLPE-NH2 

Peptídeo 2 KETCPGETWNPDVRR-NH2 

Peptídeo 3 FVELPSIIMENFAMAPEV-NH2 

Peptídeo 4 HEMGHAIHSVMA-NH2 

Peptídeo 5 TNPSPNSTKPPLLSKH-NH2 

Peptídeo 6 LNSNNRNLVQKEIA-NH2 

Peptídeo 7 NHENYENIQGAMD-NH2 

Peptídeo 8 SFFTARKNPHPTH-NH2 

Peptídeo 9 MEDYAKLGQGKPPFAP-NH2 
Peptídeo 10 QAYHDSSPLHGG-NH2 
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Figura 1 – Alinhamento da seqüência do clone PBGEX-M1-100t_D11.es 

proveniente da biblioteca de cDNA do Pb01 e da proteína hipotética de 

Ajellomyces capsulatus. Os retângulos em vermelho mostram a localização 
dos peptídeos selecionados que foram sintetizados e utilizados para imunização 
de camundongos para obtenção de soros policlonais monoespecíficos. A. 
capsulatus representa a sequência proteica da proteína hipotética de 
Ajellomyces capsulatus e MipPbcompleto representa a sequência proteica 
deduzida do clone PBGEX-M1-100t_D11.es de P. brasiliensis isolado 01. 
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490 500 510 520 530 540

G H L F N Y G A S Y Y S Y L F D R A I A S K I W S E T F Q - - E G K L A T D - - - R E A G E K F K N E V L R W G G G - -  533A capsulatus

P I Y S N Y G A T L L Q L P L S T A P . Q V S Y G L R L S R K E S . P R T E R L G R D S R M S F C D G V R V E T G G N A  471MipPbcompleto

550 560 570 580 590 600

- - - - - - - - - - - - - - - - - - R D G - - - - W Q C V A G V L G - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  545A capsulatus

L L A F W A T R I R L M P M G G W P R G G R M Q C L K L V D G V L G R I A R K D V S D W I R V S C H I Y V I N V A L V N  531MipPbcompleto

610 620 630 640 650 660

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - D Q H P A N A N G K L S E G G - - - E D A M L E V G L W G L G Q N R S E M     579A capsulatus

F P P I S I Y I G G S L Y C C H G Q S S . A H K V E P . L I L . Q A . . N S V K I Q L R V . L N - L . L N L T K L L . K  590MipPbcompleto

670 680 690 700

                                                             579A capsulatus

R C F S R S I D F F L I L V F I . F L F S K S E K S . K S I F F R K K K K K K N S R G A R T                636MipPbcompleto
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3.12.3. Ensaio de hemólise 

Para testar a toxicidade dos peptídeos sintéticos utilizados na 

imunização de camundongos para obtenção de soro policlonal específico 

para a metalo-oligopeptidase de P. brasiliensis, foi realizado um ensaio de 

hemólise. Neste ensaio, cerca de 2 mL de sangue de um voluntário sadio 

foram coletados de forma cuidadosa e sem anticoagulantes para minimizar 

a hemólise, e foram adicionados 100µL de tampão citrato para cada 900µL 

de sangue. Após centrifugação a 2.000g por 10 minutos, as hemáceas 

foram lavadas duas vezes com PBS e ressuspendidas em PBS contendo 1% 

de BSA. Hemáceas (3x107 células por poço) foram incubadas na presença 

dos peptídeos (25 e 10 µg) em placa de 96 poços com fundo em “U”. A 

placa foi incubada a 37ºC por 2,5h, sob agitação, centrifugada a 2.000g por 

5 minutos e o sobrenadante transferido para uma placa com fundo chato. A 

leitura da absorbância foi feita em leitor de placa a 405nm (Multiskan, 

Titertek). Triton X-100 (0,2% em PBS) foi utilizado como controle positivo 

do experimento (100% hemólise) e hemáceas não tratadas como controle 

negativo. 

 

3.12.4. Imunização de camundongos com peptídeos para 

produção de anticorpos específicos  

 Para a imunização dos animais Balb/c fêmeos, foi utilizado hidróxido 

de alumínio (alum) como adjuvante (Merck). Foram injetados 300µl da 

solução de peptídeo e adjuvante (1:1, v:v) por animal, 

intraperitonealmente, sendo que na primeira imunização foram injetados 

25µg de peptídeo, e nas imunizações subseqüentes, 10µg do peptídeo por 

animal. Animais controle foram imunizados com o mesmo volume de PBS 
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na presença de adjuvante. Os peptídeos foram diluídos em PBS, ou em uma 

mistura de PBS e DMSO (dimetilsulfóxido) na concentração máxima de 

20%. À solução de peptídeo foi acrescentado o hidróxido de alumínio, gota 

a gota, agitando-se continuamente em vortex a baixa velocidade. Após a 

adição total da quantidade de hidróxido de alumínio, a solução foi agitada 

em vortex por mais 30 minutos. Os camundongos foram imunizados a cada 

15 dias e amostras de sangue (100 µL) foram coletadas antes de cada 

imunização. Inicialmente foram realizadas cinco imunizações e nos 

experimentos subseqüentes apenas duas imunizações. 

 

3.12.5. ELISA-Q  

 Com o objetivo de verificar o título de anticorpos produzidos pelos 

camundongos imunizados, placas de 96 poços opacas foram sensibilizadas 

com os peptídeos utilizados nas imunizações, na concentração de 

250ng/poço em PBS (50µL/poço). Este protocolo foi adaptado de um 

protocolo fornecido pelo Prof Carlos P. Taborda, ICB-USP. A placa foi 

incubada por 12h a 4°C, e em seguida lavada 5X com PBS-Tween 20 a 

0,05% (PBS-T). 

 Foi então realizado o bloqueio da placa com solução PBS contendo 

2% de BSA e 5% de leite desnatado (100µl/poço) por 2 h à temperatura 

ambiente (T.A.). Após cinco lavagens com PBS-T, as placas foram 

incubadas com os soros dos animais imunizados diluídos (1:25, 1:50 ou 

diluições seriadas) em PBS contendo 2% BSA e 5% leite desnatado por 2h a 

TA ou 12h a 4oC. Após cinco lavagens com PBS-T, as placas foram 

incubadas com anti-Ig total de camundongo conjugado com peroxidase 

(Invitrogen) diluído 1:1.000 em PBS 0,4% BSA e 1% leite desnatado por 2h 
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a TA. TOP recombinante de mamífero (rTOP) ou MIP recombinante de 

mamífero (rMIP) (100ng/poço) também foram utilizadas para sensibilizar 

placas de 96 poços. Anticorpos comerciais contra TOP e MIP foram 

individualmente testados em triplicata a uma diluição de 1:1.000 e os 

anticorpos reativos quantificados com anti-IgG de coelho (1:1.000) 

conjugado com HRP. As placas foram lavadas 5X com PBS-T e 2X com PBS 

e a revelação foi realizada com solução ECL (Millipore) diluída 1:100 ou 

1:500. A leitura das placas foi realizada em leitor quimioluminescente 

(SpectraMax L – Molecular Devices) à 470nm, e os resultados expressos em 

valores médios de unidades relativas de luminescência (URL) 

 

3.12.6. Montagem de coluna de afinidade CNBr-Sepharose 4B 

com anticorpos policlonais monoespecíficos e purificação da 

peptidase nativa 

 Inicialmente, 2g de CNBr-ativa Sepharose 4B (GE) foram 

ressuspendidas em 15 mL de HCl 1mM por 10 minutos. Em seguida o HCl é 

retirado por lavagem com auxílio de funil de placa porosa. A Sepharose foi 

misturada a um tampão de bicarbonato de sódio (0,1 M NaHCO3 e 0,5 M 

NaCl pH 8.3) que contém IgGs purificadas de camundongos (5mg de IgG 

para cada 1mL de Sepharose hidratada) e incubado por 2h à temperatura 

ambiente ou por 16h à 4ºC, com agitação. Esta Sepharose é então lavada 

com 5 volumes de coluna do tampão de bicarbonato de sódio. Os grupos 

não reagentes são bloqueados por 2h à temperatura ambiente com uma 

solução de 1M de etalonamina. Em seguida foi feita uma lavagem 

alternando pH baixo (0,1M acetato de sódio com 0,5M NaCl, pH 4) e pH alto 
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(0,1M Tris-HCl e 0,5M NaCl, pH 8) com 3 volumes de coluna de cada 

tampão por 3-6 vezes. 

 A purificação da peptidase nativa foi tentativamente obtida com a 

passagem de 2 mL (3,8 mg de proteína total) do extrato citosólico de P. 

brasiliensis (2-3 vezes) pela coluna, que foi lavada com Tris-HCl 0,1M NaCl 

0,15M pH 8 (10 volumes), eluída com 10 mL de KCl/HCl 0,5M pH 2 e cada 

fração da eluição (aproximadamente 1mL) foi neutralizada com 50 µL de 

Tris-HCl 0,1M pH 8. Foi feito um pool das frações que continham a maior 

quantidade de proteínas eluídas (quantificadas pelo micrométodo de 

Bradford), que foi dessalinizado em uma coluna PD-10 (GE) utilizando água 

como eluente. Essa amostra foi liofilizada, ressuspendida em água e 

analisada em gel de SDS-PAGE corado com prata, como descrito no item 

3.12.7. 

 

3.13. Eletroforese vertical em gel de poliacrilamida contendo SDS 

(SDS-PAGE) 

Na eletroforese vertical em gel de poliacrilamida contendo SDS 

(dodecilsulfato de sódio), o gel de corrida continha 10 % de acrilamida em 

tampão Tris-HCL 1,5 M, pH 8,8, e 0,2% de SDS. O gel de empacotamento 

continha 3% de acrilamida em tampão Tris-HCL 0,5 M, pH 6,8 e 0,2% de 

SDS. As amostras em concentrações variáveis, aproximadamente 20µg de 

lisado, extrato citosólico, preparado de membrana ou imunoglobulinas, e 1-

5 µg de proteína recombinante, foram diluídas 4 vezes em tampão de 

amostra (62 mM Tris-HCL, pH 6,8, 0,2% SDS, 50 mM β-mercaptoetanol, 

azul de bromofenol 0,005% (p/v) e glicerol 10%), fervidas por 5 minutos e 

aplicadas no gel. O tampão de corrida continha 25 mM de Tris, 190 mM de 
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glicina, pH 8.3 e SDS 0,1%. A eletroforese foi realizada a 100V e as 

proteínas presentes no gel foram coradas com Coomassie Brilliant Blue R-

250. Alternativamente as proteínas separadas no gel foram coradas com 

prata, onde primeiramente o gel foi fixado por 15 minutos em uma solução 

de 50% de metanol, 12% de ácido acético e 0,5% de formaldeído 37%. 

Logo após, foram feitas 2 lavagens, por 10 minutos cada uma, com 50% de 

etanol, seguido de um pré-tratamento com tiossulfato de sódio 0,2g/L, por 

10 minutos. Foi feito o tratamento com prata, por 10 minutos, com a adição 

da solução de nitrato de prata 2g/L e 0,07% de formaldeído a 37%. O gel 

foi revelado com 60g/L de carbonato de sódio, 0,5% de formaldeído a 37% 

e 4mg/L de tiossulfato de sódio. A reação foi bloqueada com a adição de 

50% de metanol e 12% de ácido acético e a última lavagem foi realizada 

com 50% de metanol. A cada etapa do processo de coloração, lavou-se o 

gel de poliacrilamida 2 vezes com água bidestilada. 

 

3.14. Immunoblotting 

TOP humana recombinante, MIP de rato recombinante e extrato 

citosólico de Pb18 foram separados eletroforeticamente em gel de SDS-

PAGE (como descrito no item 3.13). Foram aplicados no gel de 2 a 5µg de 

proteína recombinante ou 20 µg de extrato citosólico. Após a separação 

eletroforética, as proteínas foram transferidas para membrana de 

nitrocelulose em tampão de transferência (25mM Tris-Base, 192mM Glicina, 

20% Metanol, pH 8,3) a 100V, por 1h à 4ºC ou em sistema de transferência 

“semi-dry” (GE) a 20V, durante 25 minutos. Após a transferência, a 

membrana foi corada com solução Ponceau-S (0,1% de Ponceau em ácido 
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acético 10%), descorada com água bidestilada e os padrões de massa 

molecular identificados. 

Foi então realizado o bloqueio da membrana com solução de PBS 

contendo 5% de leite em pó desnatado (PBS-Leite) por 1h à temperatura 

ambiente ou a 4°C por 16h, sob agitação. Após cinco lavagens de 10 

minutos com PBS-Tween 0,1%, a membrana foi incubada com o anticorpo 

primário (Anti-TOP ou anti-MIP, descritos no item 3.1) diluídos 1:1.000 em 

PBS-leite 1% por 16h a 4ºC, sob agitação. A membrana foi lavada 

novamente com PBS-Tween 0,1%, 5 vezes por 10 minutos cada lavagem e 

incubada com anti-Ig de coelho conjugada a HRP (horse radish peroxidase, 

Invitrogen), diluído 1:1.000 em PBS-leite 1% por 2-3h à temperatura 

ambiente, sob agitação. Após 5 lavagens de 10 minutos cada com PBS-

Tween 0,1%, a revelação da membrana foi feita utilizando-se o reagente 

ECL (Millipore), segundo instruções do fabricante. Alternativamente, as 

membranas foram reveladas utilizando-se 3 mg de 4CN (4-chloro-1-

naphthol, Sigma), diluído em 1 mL de etanol absoluto e posteriormente 

diluído dez vezes em 0,05M Tris-HCl pH 7,5 e 0,2M NaCl com adição de 7 µL 

de H2O2 30 vol para cada 10 mL de solução. 

 

3.15. Obtenção da enzima recombinante 

 
3.15.1. Subclonagem para expressão da metalo-peptidase 

proveniente de biblioteca de cDNA de P. brasiliensis 

Os clones PBDEX-Y1-094t_G12.es e PBGEX-M1-100t_D11.es da 

biblioteca de cDNA do Paracoccidioides brasiliensis 01, cedidos gentilmente 

pelo grupo da Profa. Maria Sueli Soares Felipe da Universidade de Brasília, 

estão inseridos no vetor pBluescript II SK (Stratagene). Logo, a sequência 
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de interesse foi amplificada por PCR utilizando-se os primers T7 

(5’TAATACGACTCACTATAGGG3’) e T3 (5’AATTAACCCTCACTAAAGGG3’), no 

seguinte protocolo: 3 minutos a 94oC para denaturação das fitas, seguido 

de 35 ciclos de 94oC por 1 minuto, 55oC por 1 minuto e 72oC por 3 minutos, 

finalizados por 10 minutos a 72oC. A seqüência amplificada foi clonada em 

pGEM T-Easy (Promega) e posteriormente seqüenciada. O gene também foi 

seqüenciado em seu plasmídeo original. As reações de seqüenciamento 

foram realizadas de acordo com o protocolo para o MegaBACE 1000 

(Amersham Biosciences), utilizando o DYEnamic ET Dye Terminator Cycle 

Sequencing Kit (com Thermo Sequenase™ II DNA Polimerase) e as 

seqüências foram analisadas pelo software Sequence Analyser utilizando o 

Base Caller Cimarron 3.12. Todos os sequenciamentos foram realizados no 

Centro de Estudos do Genoma Humano da Universidade de São Paulo. O 

mesmo processo foi realizado para os clones da biblioteca de cDNA do Pb18, 

cedidos pelo Prof. Dr. Gustavo Goldman USP – Ribeirão Preto. Após a 

análise dos insertos, estes foram subclonados utilizando as enzimas de 

restrição XhoI e BamHI, e ligados em 2 diferentes vetores de expressão 

procariótica pGEX 4T-2 (GE) e pHIS 2 (Clontech).  

 

3.15.2 Clonagem do gene para expressão da metalo-peptidase 

de P. brasiliensis 

 

3.15.2.1 Extração de RNA total 

O RNA total foi extraído de culturas leveduriformes de Pb18V e 

Pb18NV cultivadas em meio sólido após 5-7 dias de crescimento, 

ressuspendidas em PBS. Após centrifugação, 0,1mL de leveduras foram 
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lavadas duas vezes com PBS e mecanicamente lisadas por agitação com 

pérolas de vidro durante aproximadamente 10 minutos na presença de 

0,7mL de TRIzol (Invitrogen). Após incubação por 10 minutos à 

temperatura ambiente, restos celulares foram removidos por centrifugação 

(1.800g por 10 minutos a 4ºC).  Para cada 0,75 mL do sobrenadante foram 

acrescentados 0,2mL de clorofórmio, seguido de agitação vigorosa. Após 5 

minutos, a mistura foi submetida à centrifugação (1.800g por 10 minutos a 

4ºC) e a fase superior (aquosa) extraída com igual volume de 

fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (50:49:1, v:v:v) até completa limpeza da 

interfase. À fase aquosa final foi acrescentado um volume de isopropanol e 

adicionado 1,2 M de citrato de sódio/ 0,8 M cloreto de sódio (0,25 mL de 

solução para cada 0,75 mL de TRIzol inicial), e incubado a -20ºC por 12-

16h para precipitação do RNA. O precipitado foi recuperado por 

centrifugação (1.800g por 20 minutos a 4ºC), lavado com etanol 75%, seco 

por evaporação e ressuspendido em água estéril e livre de RNAse. A 

quantidade de RNA e a razão RNA-proteína foram estimadas por análise das 

leituras espectrofotométricas a 260nm e 280nm. Todas as amostras 

utilizadas nos ensaios apresentaram razão A260/280 maior do que 1,5.  

Para observar a integridade do RNA extraído (visualização das bandas 

18S e 28S), foi realizada eletroforese em gel de agarose a 1% com 0,5 

µg/mL de brometo de etídio utilizando 3 µg de RNA em tampão de amostra 

contendo 0,25% bromofenol blue, 0,25% xylene cyanol, 15% Ficoll-400 e 

7M de uréia, aquecido durante 10 minutos a 65 oC e acrescidos de 0,2 µl de 

brometo de etídio 10 mg/mL. O RNA extraído foi armazenado a -80ºC. 
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A síntese de cDNA a partir do RNA total (2 µg) previamente tratado 

com 2 UI de Turbo DNase (Ambion), foi obtido utilizando o kit SuperScript 

III – First Strand Synthesis (Invitrogen). 

Para reação de PCR, foram utilizados 10% da reação de síntese de 

cDNA acrescidos de 2 mM de cloreto de magnésio, 200 µM de dNTPs, 2 U de 

taq DNA polimerase (Invitrogen) e 50 pmol de cada iniciador (5’-

ATGATTAGCCGTAATTGTAGG -3’ e 5’-CTAATTATGCAGTCCAAGCTC -3’ para 

TOP e 5’- ATGCTTAAGATCCTCCGACG-3’ e 5’-CTAATGTCTTTCTGAGCGATC-3’ 

para MIP) em tampão contendo 20 mM de Tris-HCl pH 8,4 e 50 mM de KCl. 

Esses iniciadores foram desenhados com base na sequência depositada no 

banco de dados genômico de Pb18, de genes com homologia à TOP e à MIP 

de mamíferos. As condições para reação de PCR incluíram 3 minutos a 94oC 

para desnaturação das fitas, seguido de 35 ciclos de 94oC por 1 minuto, 

55oC a 58oC por 1 minuto e 72oC por 3 minutos, finalizados por 10 minutos 

a 72oC. A temperatura de anelamento variou conforme o par de iniciadores 

utilizados.  

 Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose. O fragmento de cDNA foi recuperado do gel com auxílio do 

“ConcertTM Matrix Gel Extraction System” (Gibco BRL) ou BIOCLEAN DNA 

Purification kit (Biotools) e clonado para sequenciamento no vetor “pGEM-T 

easy” (Promega), de acordo com instruções do fabricante. 

 

3.15.2.2 Sequenciamento do cDNA dos homólogos de TOP e 

MIP de P. brasiliensis 

 O cDNA dos homólogos de TOP e MIP clonados a partir de mRNA de 

células de P. brasiliensis foram seqüenciados utilizando o MegaBACE 1000 
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(Amersham Biosciences). As reações de seqüenciamento foram realizadas 

de acordo com o protocolo para o MegaBACE 1000, utilizando o DYEnamic 

ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (com Thermo Sequenase™ II DNA 

Polimerase) e as seqüências foram analisadas pelo software Sequence 

Analyser utilizando o Base Caller Cimarron 3.12. Todos os sequenciamentos 

foram realizados pelo Centro de Estudos do Genoma Humano da 

Universidade de São Paulo. 

 O resultado obtido foi comparado por alinhamento com as seqüências 

fúngicas de P. brasiliensis e das enzimas de mamíferos descritas, utilizando 

o banco de dados GenBank. 

 

3.15.2.3. Construção do vetor de expressão pHis3- PbTOP e 

pHis3- PbMIP 

O cDNA do homólogo de TOP de P. brasiliensis clonado por RT-PCR foi 

obtido por restrição com NotI a partir do plasmídeo pGEM-T easy 

(Promega). O fragmento foi separado do plasmídeo em gel de agarose 1% e 

eluído com BIOCLEAN DNA Purification kit (Biotools), seguindo o protocolo 

do fabricante. 

O cDNA da enzima foi inserido no plasmídeo pHis3, digerido com a 

mesma enzima e defosforilado utilizando shrimp alkaline phosphatase 

(Gibco BRL ou USB), seguindo o protocolo do fabricante. O plasmídeo 

resultante (pHis3-PbTOP) foi utilizado para transformar E.coli DH5-α e os 

transformantes foram selecionados por resistência à ampicilina (100 µg/ml).  

Os plasmídeos foram obtidos por mini-preparação por lise alcalina a 

partir de bactéria E. coli selecionada crescida a 37oC sob agitação em meio 

LB (Luria-Bertani) composto de 1% de triptona, 0,5% de extrato de 
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levedura e 1% de NaCl, pH 7,3, acrescido de antibiótico. A confirmação da 

construção do vetor de expressão pHis3-PbTOP foi realizada por restrição e 

visualização do resultado em gel de agarose 1% corado com brometo de 

etídio. O tamanho dos fragmentos foi estimado por comparação com o 

padrão de peso molecular 1Kb DNA ladder (Invitrogen). O mesmo foi feito 

para o gene de MIP de P. brasiliensis (pHis3-PbMIP). 

 

3.15.2.4. Mini-preparação por lise alcalina 

 Uma colônia isolada de bactérias E.coli contendo o plasmídeo de 

interesse foi inoculada em 3 mL de meio LB (Luria Bertani) com antibiótico 

e incubada por 16h com agitação a 200 rpm e 37oC. As bactérias foram 

recolhidas por centrifugação a 12.000rpm por 2 minutos e ressuspendidas 

em 200 µL de tampão contendo 50 mM de glucose, 25 mM de Tris-HCl 

pH8,0 e 10 mM de EDTA pH 8,0. Adicionaram-se 400 µL de solução 

contendo hidróxido de sódio 0,2 M e SDS 0,1% e misturou-se por inversão. 

Foram adicionados 300 µL de solução contendo 3 M de acetato de potássio e 

5 M de ácido acético, misturando por inversão. Ao sobrenadante recuperado 

por centrifugação a 12.000 rpm por 10 minutos foi adicionado 1 volume de 

isopropanol. O precipitado recuperado por centrifugação a 12.000rpm por 

10 minutos foi lavado com etanol 70% e então ressuspendido em 50 µL de 

água contendo RNAse (50 mg/mL).  

 O produto de mini-preparação foi analisado por eletroforese em gel 

de agarose corado com brometo de etídio. 
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3.15.2.5. Indução da expressão do homólogo de TOP de P. 

brasiliensis recombinante em E. coli 

 Para realizar a expressão da proteína recombinante, o plasmídeo 

pHis3-PbTOP foi utilizado para transformar E.coli BL21 (DE3) pLysS e os 

transformantes foram selecionados por resistência a cloranfenicol (50 

µg/ml) e ampicilina (100 µg/ml) em placa de LB sólido (meio LB acrescido 

de 1,5% de ágar bacteriológico). Uma única colônia desta placa foi 

inoculada em 2 mL de meio LB contendo os dois antibióticos e incubada por 

4h a 37oC sob agitação (~200 rpm), então, a expressão da proteína 

recombinante foi induzida por 16h a 30oC com 0,5 a 10 mM de IPTG (D-

thiogalactopyranoside). As bactérias foram recuperadas por centrifugação a 

4.000 rpm por 20 min, o sobrenadante e o lisado das bactérias foram 

analisados em gel de SDS-PAGE  

 

3.16. RT-PCR Quantitativo (REAL TIME-PCR, ou qRT-PCR) 

 O sistema de detecção Syber Green (Invitrogen) foi utilizado nos 

experimentos de PCR quantitativo, seguindo as instruções do fabricante. A 

síntese de cDNA a partir de RNA total do Pb18V e Pb18NV obtidos como 

descrito no item 3.15.2.1 (2 µg) previamente tratados com 2 UI de Turbo 

DNase (Ambion), foi obtida utilizando o kit SuperScript III – First Strand 

Synthesis (Invitrogen). Após o término da reação, esta foi diluída cinco 

vezes em água milli-Q para as reações de quantificação relativa com os 

primers da Tabela 3, para uma concentração final de 250 nM. Os genes MIP 

e GAPDH de P. brasiliensis foram utilizados como controles endógenos. A 

reação foi realizada no sistema Stratagene Mx3005P System (Stratagene), 

com um ciclo inicial de 95ºC (10 min), seguidos por 40 ou 50 ciclos de 95ºC 
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(30 s) e 60ºC (30 s). A curva de dissociação (curva de melting) foi 

determinada com um ciclo adicional de 95ºC (1 min), variando de 55ºC a 

95ºC, com cada passo de aumento de temperatura de 0,5ºC. Os controles 

negativos não continham DNA ou RNA. As reações foram feitas em 

duplicatas com três amostras biológicas para cada grupo (virulento e não 

virulento) e em paralelo com os controles endógenos. Os valores de Ct 

(cycle threshold – ciclo, ponto no tempo, onde a reação cruza o limiar de 

detecção) foram transformados em quantidades utilizando uma planilha de 

Excel, baseado no método de Ct comparativo. Os dados resultantes foram 

convertidos em arquivos de acordo com os requerimentos do software, 

analisado com o VBA applet geNorm (Vandesompele et al, 2002). A 

eficiência de reação para cada gene foi realizada utilizando quantidades 

crescentes de amostras, obtidas através de diluições seriadas do DNA 

genômico de P. brasiliensis. Os valores de “baseline” e “threshold” foram 

automaticamente determinados para cada gene utilizando o software 

Mx3005P v3.0 (Stratagene) e os dados analisados utilizando o programa 

REST2008 v2.0.7 (Pfaffl et al, 2002). 
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Tabela 4. Sequências de primers utilizados nas reações de qRT-PCR. Os 

iniciadores TOP e MIP foram desenhados com base na sequência dos genes 

de P. brasiliensis homólogos às respectivas enzimas de mamíferos. 

 

Oligos Direção Sequência 5'-3'

senso GAGCAAATTTCGGGCAACA

anti-senso GGAAAAACAGCCGTAGTAGGCTTAA

senso TCAACTACGGCGCCACCTA

anti-senso TCTCAGCCCATAGCTTACTTGCT

senso CGTTGGCGTCTCAATTTCG

anti-senso CGCCAAAAAGCCATTCCA

senso TCTGCCACCGAAACCTTGAT

anti-senso TGGGCGATGAGGCTATTGAG

senso TATACCGCCACCCAGAAGAC

anti-senso TGAGAGCTGGGATGACCTTT

senso CGAAAGCCGATACGATGAAAC

anti-senso GCAGATGCCGATTTTGGAT
eIF3

gp43

TOP

MIP

Tubulina

GAPDH

 

 

3.16.1. Confiança dos genes endógenos 

 Para assegurar a correta normalização dos níveis de expressão dos 

genes alvos, a estabilidade dos quatro genes controle (tubulina, GAPDH, 

eIF3 e MIP) foi estatisticamente determinada utilizando o VBA applet 

geNorm (Vandesompele et al, 2002). geNorm estabelece um ranking dos 

genes testados baseados em sua estabilidade de expressão, determinando 

os dois genes endógenos ou a combinação de vários genes testados para a 

normalização dos resultados. Os genes endógenos selecionados são 

classificados de acordo com a “medida determinada da estabilidade do gene 

controle” (M, média pair-wise da variação de um gene particular em relação 

a todos os outros genes), do mais estável (menor valor de M) ao menos 

estável (maior valor de M) de acordo com Vandesompele et al (2002). 

 

3.16.2. Análise REST2008 

 O REST2008 é uma ferramenta de software baseada nos dados 

primários obtidos da reação de qRT-PCR, que permite a quantificação 
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relativa entre dois grupos de amostra e subsequentemente testa a 

significância dos resultados com um modelo estatístico pertinente (Pfaffl et 

al, 2002). Este programa determina se existe uma diferença significativa 

entre os dois grupos amostrais utilizando técnicas randômicas. Neste 

estudo, REST2008 foi utilizado para comparar os níveis de expressão dos 

genes da enzima homóloga à TOP de mamíferos e da gp43 em P. 

brasiliensis em amostras do isolado Pb18 (normalizado utilizando os dois 

genes endógenos previamente analisados com geNorm) de dois isolados (i) 

virulento e (ii) não virulento. Análise estatística da expressão gênica foi 

baseada no teste de hipótese utilizando 2.000 realocações randômicas de 

amostras (virulento) e controle (não virulento). O modelo matemático 

utilizado foi baseado na correção para eficiências de reações exatas e o 

desvio médio do ponto de cruzamento entre o grupo amostral e o grupo 

controle. Subsequentemente, os resultados da expressão dos genes 

investigados foram analisados quanto à significância por um teste “pair-wise 

fixed reallocation randomization test” utilizando erro padrão (SE) estimado 

através do algoritmo complexo de Taylor (Pfaffl et al, 2002). Os genes com 

o valor de probabilidade < 0,05 foram considerados significativamente 

diferentes entre os grupos. 

 

3.17. Cladograma 

 Com o auxílio do software MegaAlign (DNAStar, Lasergene), foi feito 

o alinhamento das seguintes sequências: TOP de P. brasiliensis isolados 01 

(EEH41798.1) e 03 (EEH18209.1), sacarolisina Pb18 (EEH47123.1); 

sacarolisina de S. cerevisiae (CAA54039.1); TOP humana (AAH13878.1); 

neurolisina humana (NP_065777.1); MIP de P. brasiliensis isolados 01 
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(EEH38189.1), 03 (EEH19367.1) e 18 (EEH47637.1), MIP humana 

(NP_005923.2) sendo o número em parênteses o número de acesso das 

sequências no Genbank. Com o resultado desse alinhamento foi possível 

obter o cladograma e a tabela de identidade das sequências analisadas, 

gerados pelo software. 

 

3.18. Análise estatística 

 Os resultados foram expressos como médias ± desvio padrão. A 

análise estatística foi realizada utilizando-se o teste t de Student, onde p < 

0,05 indica diferença estatística significante. 
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4. Resultados  

 

4.1. Identificação e caracterização da atividade de metalo-oligopeptidases 

em leveduras do Paracoccidioides brasiliensis 

 

4.1.1. Hidrólise de substratos fluorogênicos 

Uma importante classe de enzimas ainda não descritas no fungo dimórfico P. 

brasiliensis são as metalo-oligopeptidases. Fazem parte dessa família a thimet 

oligopeptidase (TOP), a neurolisina, e o homólogo bacteriano Oligopeptidase A 

(OpdA). Como atividades sugestivas da existência dessas enzimas em outras 

espécies fúngicas já foram descritas, investigamos a presença desta família de 

enzimas em P. brasiliensis.  

Em ensaio preliminar, verificamos a presença de atividade sugestiva dessa 

familia de proteases em lisado de leveduras de P. brasiliensis, isolado 18 (Pb18). 

Utilizamos um substrato com supressão intramolecular de fluorescência derivado da 

bradicinina, clivado diferencialmente por TOP, neurolisina e pela OpdA (Camargo et 

al, 1997; Oliveira et al, 2001a e 2001b; Paschoalin et al 2005). Foram testados 

lisados de dois isolados de Pb18 recém-coletados de orgãos de camundongos 

infectados, que apresentam uma maior virulência, como também lisados de 

leveduras mantidas em culturas in vitro por longos períodos, que apresentam uma 

menor virulência e capacidade de infecção in vivo. 

Na Figura 2, observa-se que somente lisados de leveduras de Pb18 de maior 

virulência clivaram o substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp. O lisado obtido do isolado de 

menor virulência não foi capaz de hidrolisar o substrato derivado de bradicinina, 
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sugerindo que oligopeptidases possam ser produzidas em menor concentração nas 

condições de cultivo in vitro.  

Mediante o resultado positivo indicativo da presença de atividade 

oligopeptidásica em lisados de Pb18 de maior virulência, a hidrólise de outros 

substratos com supressão intramolecular de fluorescência foi analisada, para 

melhor identificação dos componentes do lisado de Pb18 responsáveis pela 

atividade oligopeptidásica. Como descrito em Materiais e Métodos, Tabela 1, foram 

utilizados substratos hidrolisados preferencialmente por TOP, neurolisina, e foi 

acrescentado um substrato seletivo da neprilisina (NEP), peptidase da mesma 

família também capaz de clivar a bradicinina Nestes ensaios, a hidrólise dos 

substratos foi analisada em frações de membrana/parede celular e citosólica 

obtidas por centrifugação do lisado total, para localização da atividade 

oligopeptidásica no microorganismo. A maior atividade enzimática foi encontrada na 

fração citosólica, para todos os substratos avaliados (Figura 3). Não houve detecção 

de atividade peptidásica na fração de membrana/parede celular. A hidrólise do 

peptídeo fluorogênico análogo da neurotensina Abz-NKPRRPQ-EDDnp, clivado 

preferencialmente pela neurolisina, foi cerca de 8 vezes menor que a clivagem do 

substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp, clivado preferencialmente pela TOP (Tabela 5). A 

baixa atividade dos preparados sobre o substrato Abz-GFSIFRQ-EDDnp, que 

apresenta uma substituição da prolina por uma isoleucina no ponto de clivagem do 

substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp pela TOP tornando-o resistente a esta enzima 

(Oliveira et al, 2001b), confirma uma atividade TOP-like presente majoritariamente 

no lisado do fungo (Tabela 5 e Figura 3). Não foi observada hidrólise do peptídeo  
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Abz-rRL-EDDnp, que é um substrato seletivo da NEP enzimas recombinantes TOP e 

neurolisina (Tabela 5).  

Para verificarmos se a enzima fúngica apresentaria atividade semelhante à 

enzimas da mesma familia bacterianas ou à TOP eucariótica, a hidrólise dos 

diversos substratos pelo lisado fúngico foi comparada à atividade da OpdA. Na 

Tabela 5 observa-se que a hidrólise do substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp foi muito 

semelhante na OpdA recombinante e no lisado de Pb18, no entanto, enquanto a 

OpdA mostrou forte atividade hidrolítica sobre os substratos Abz-NKPRRPQ-EDDnp 

e Abz-GFSIFRQ-EDDnp, o lisado fúngico apresentou atividades residuais muito 

baixas. Esse resultado sugere que a atividade hidrolítica TOP-like fúngica é mais 

semelhante à TOP de mamíferos do que à OpdA bacteriana. 

Em comparação com outras enzimas recombinantes (TOP, neurolisina e OpdA), 

o perfil de atividade peptidásica sobre diferentes substratos pelo extrato citosólico 

do P. brasiliensis se assemelha  ao perfil da TOP recombinante (Tabela 5). A maior 

atividade enzimática do extrato citosólico em comparação aos outros preparados 

(membrana e parede celular, lisado total) indica uma localização citosólica dessa 

enzima, e o perfil de atividade peptidásica sobre os diferentes substratos 

fluorogênicos avaliados sugere a presença de uma metalo-peptidase com atividade 

TOP-like em leveduras de P. brasiliensis. 

Para a determinação da atividade metalo-oligopeptidásica no sobrenadante de 

cultura do fungo, foram realizados vários ensaios utilizando diferentes métodos 

para obtenção do sobrenadante. No entanto, não foi possível detectar atividade 

oligopeptidásica nos sobrenadantes de cultura obtidos (dados não mostrados). Em 

um primeiro experimento, foi utilizado sobrenadante de cultura de P. brasiliensis 
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coletado em dias alternados por até 21 dias. Devido à ausência da atividade, o 

volume da cultura foi aumentado e o sobrenandante concentrado, a fim de verificar 

se a ausência de atividade observada no primeiro experimento poderia ser devida à 

baixa concentração da enzima secretada. Novas culturas foram feitas em um 

volume final de 200 mL, todo o sobrenadante foi coletado após 7 e 14 dias e 

concentrado 50-100X com e sem a adição de soro fetal bovino. Ainda assim não foi 

possível detectar atividade oligopeptidásica nesses sobrenadantes (dados não 

mostrados). Este resultado indica que a metalo-oligopeptidase com atividade TOP-

like encontrada no extrato citosólico de P. brasiliensis não é secretada nas 

condições estudadas. 
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Figura 2 – Detecção de atividade oligopeptidásica em lisados de P. 

brasiliensis. A atividade proteolítica presente em preparações de Pb18 foi 

verificada usando Abz-GFSPFRQ-EDDnp como substrato. PbNV, isolado menos 

virulento e PbV1 e PbV2 isolados mais virulentos, recém obtidos de órgãos de 

camundongos infectados. Os ensaios foram realizados a 37°C, utilizando-se 20 µM 

de substrato em tampão 50mM Tris-HCl, pH 7,4  como descrito em Materiais e 

Métodos. 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

Pb NV Pb V1 Pb V2

n
M

.m
in

-1
.m

g
 p

ro
te

ín
a
 -1



  Resultados 

- 59 - 

0

10

20

30

40

50

60

70

Abz-GFSPFRQ-EDDnp Abz-GFSIFRQ-EDDnp Abz-NKPRRPQ-EDDnp Abz-rRL-EDDnp

n
M
-1
.m
in
-1
.m
g
 p
ro
te
ín
a

Membrana + parede celular

Extrato citosólico

Lisado celular

 

Figura 3 – Atividade peptidásica de diversas preparações de P. brasiliensis 

sobre substratos com supressão intramolecular de fluorescência.  Hidrólise 

de diferentes substratos fluorogênicos por enzimas presentes no extrato citosólico, 

lisado e preparado de membrana/parede celular de Pb18. Amostras de Pb18V foram 

incubadas com 20µM dos substratos fluorogênicos a 37°C, em 50mM Tris-HCl, 

pH7,4 e a atividade quantificada como descrito em Materiais e Metodos. As 

atividades foram expressas em nM/min/mg de proteína, média ± desvio padrão. 

 

Tabela 5 

Atividade proteolítica comparativa do extrato citosólico de P. brasiliensis e 

enzimas recombinantes sobre substratos fluorogênicos.  

Pb18 TOP* Neurolisina* OpdA*
GFSPFRQ 62.0 ± 4.0 100.1 ± 9.8 5.5 ± 1.0 66.2 ± 7.7
GFSIFRQ 11.8 ± 1.6 14.3 ± 4.4 1.6 ± 0.2 112.9 ± 8.1
NKPRRPQ 8.2 ± 0.4 29 ± 3.3 58 ± 8.3 85.8 ± 6.1
rRL 0.4 ± 0.04 0 0 -

* Dados de Paschoalin et al. , Arch Biochem Biophys. 2005 Sep 1;441(1):25-34.

Abz-peptídeo-
EDDnp

Atividade específica (nmoles.min-1.mg proteína-1)

 

Os ensaios de hidrólise foram realizados a 37°C, em 50mM Tris-HCl, pH 7,4 e 20 

µM dos substratos. A média ± desvio padrão foram expressos em nM/min/mg de 

proteína.  
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4.1.2. Inibição da atividade peptidásica 

O perfil de atividade peptidásica presente no extrato citosólico de leveduras de 

P. brasiliensis foi também analisada com a utilização de inibidores de diferentes 

classes de enzimas proteolíticas (Tabela 6). Os inibidores foram testados quanto 

aos seus efeitos sobre a hidrólise de Abz-GFSPFRQ-EDDnp pelo lisado de Pb18V e 

os resultados comparados com a inibição da atividade das enzimas recombinantes 

TOP, neurolisina e OpdA (Paschoalin et al., 2005 e 2007). 

O inibidor específico de metalo-peptidases, ο-phenantrolina, inibiu 100% a 

hidrólise do substrato pelo lisado do fungo. O dipeptídeo Pro-Ile (1 mM), inibidor 

específico de neurolisina (Dauch et al, 1991), inibiu em torno de 50% a atividade 

do lisado de P. brasiliensis, enquanto JA-2 foi capaz de inibir em torno de 90% a 

hidrólise do substrato. JA-2 é um inibidor seletivo de TOP (Shrimpton et al., 2000), 

mas é também capaz de inibir neurolisina e OpdA conforme demonstrado por 

Paschoalin et al (2005). PMSF (0,1 mM), Z-Pro-Prolinal (0,1 mM), E-64 (0,1 µM) e 

captopril (20 µM) não foram inibitórios descartando a presença de serino-

peptidases, cisteíno-peptidases e enzima conversora da angiotensina I. A presença 

de uma atividade neurolisina-like foi também descartada, pois embora o inibidor 

específico dessa enzima (Pro-Ile) tenha inibido parcialmente a atividade do extrato 

citosólico, os substratos utilizados, descritos como sendo preferencialmente clivados 

pela neurolisina, não foram hidrolisados de forma significativa (Figura 3). 

Os resultados da hidrólise do substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp com a adição 

de inibidores confirmam os resultados da atividade peptidásica do extrato citosólico 

sobre diferentes substratos, indicando que a atividade metalo-oligopeptidásica 

encontrada no extrato citosólico de P. brasiliensis é majoritariamente TOP-like. A 
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atividade residual na presença do inibidor JA-2 pode indicar a presença de uma 

outra metalo-peptidase capaz de clivar o mesmo substrato fluorogênico, como por 

exemplo, a peptidase intermediária de mitocôndria, ou MIP (Isaya et al, 1995). 

Marcondes et al (2009) demonstraram que MIP humana cliva o peptídeo Abz-

GFSPFRQ-EDDnp e não é inibida por JA-2, mas é inibida por o-fenantrolina. As 

sequências homólogas da TOP e da MIP de mamíferos podem ser encontradas no 

banco de dados do genoma de P. brasiliensis dos isolados 01, 03 e 18, tornando 

possível sua expressão pelo fungo.  

 

Tabela 6 

Efeito de inibidores na hidrólise do substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp pelo 

extrato citosólico de P. brasiliensis isolado 18 (Pb18) e enzimas 

recombinantes TOP, neurolisina e OpdA.  

Pb18 TOP* Neurolisina* OpdA*

Controle (sem inibidor) 100 100 100 100
� -fenantrolina (4 mM) 0 0 0 0

JA-2 (3�M) 8.7 0 1 8
Pro-Ile (1 mM) 44.5 87 49 67
PMSF (0.1 mM) 92 91 93 99
E64 (0.1 mM) 86 100 99 99

Z-Pro-Prolinal (1 �M) 92 88 92 89
Captopril (20 �M) 72 97 98 91

Inibidores

Atividade residual (%) sobre Abz-GFSPFRQ-EDDnp

* Dados de Paschoalin et al., Arch Biochem Biophys. 2005 Sep 1;441(1):25-34.  

Os ensaios foram realizados a 37°C, em 50mM Tris-HCL, pH7,4. A clivagem 

de 20µM do substrato com supressão intramolecular de fluorescência pelo extrato 

citosólico por cinco minutos representa 100% de hidrólise. Os inibidores utilizados e 

suas especificidades estão descritos na Tabela 2. 
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4.1.3. Determinação do ponto de clivagem da bradicinina (BK) e do 

substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp  

 Para confirmação da presença de uma peptidase com atividade TOP-like no 

extrato citosólico de leveduras de Pb18, foi analisado o ponto de clivagem do 

substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp e da bradicinina após incubação com o extrato 

citosólico. O resultado foi comparado a resultados obtidos anteriormente (Camargo 

et al, 1997; Paschoalin et al 2005). 

A clivagem da bradicinina e do substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp pelo extrato 

citosólico de P. brasiliensis, segue o mesmo padrão observado para TOP, entre os 

resíduos Pro-Phe no substrato (Figuras 4) e entre os resíduos Phe-Ser gerando o 

análogo BK1-5 na bradicinina (Figura 5), diferentemente de MIP e OpdA (Camargo et 

al, 1997; Paschoalin et al, 2005; Marcondes et al, 2009), corroborando que a 

peptidase majoritária no extrato citosólico de P. brasiliensis tem uma atividade 

TOP-like. 
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Figura 4 – Análise por HPLC e espectrometria de massa da hidrólise de 

Abz-GFSPFRQ-EDDnp pelo extrato citosólico de P. brasiliensis. Abz-

GFSPFRQ-EDDnp (A) foi incubado com extrato citosólico de Pb18 (B) em 50 mM 

Tris-HCl, pH 7,4, a 37°C. Os produtos de reação foram separados por HPLC e 

identificados por espectrometria de massa. Cromatogramas desenvolvidos por 

detecção de fluorescência a λem. = 420 nm and λex. = 320 nm.  
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Figura 5 - Análise por HPLC pelo extrato citosólico de P. brasiliensis. BK (A) 

foi incubada com extrato citosólico de Pb18 (B) em 50 mM Tris-HCl pH 7,4 a 37°C. 

Os produtos de reação foram separados por HPLC e identificados por 

espectrometria de massa. BK1-5, fragmento formado pelos 5 primeiros 

aminoácidos da sequência da bradicinina, originados após hidrólise pela TOP. 
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4.2. Expressão de proteínas homólogas à TOP e MIP de mamíferos no 

extrato citosólico de Paracoccidioides brasiliensis 

 

 Anticorpos policlonais reativos com as metalo-peptidases TOP e MIP de 

mamíferos, produzidos em coelhos, estão disponíveis comercialmente. Para 

verificarmos se os sítios imunogênicos da TOP de mamíferos seriam semelhantes 

aos da metalo-peptidase com atividade TOP-like de P. brasiliensis, e também para 

verificarmos a possível presença de uma proteína homóloga à MIP de mamíferos no 

extrato citosólico fúngico, analisamos a reatividade dos anticorpos comerciais com 

TOP e MIP de mamíferos recombinantes  (rTOP e rMIP, respectivamente) 

comparativamente ao extrato citosólico de Pb18. 

Em immunoblotting revelado com anti-MIP, observou-se que uma proteína 

com aproximadamente a mesma massa molecular (75-85 kDa) é reconhecida nas 3 

amostras avaliadas, rTOP, rMIP e fração citosólica de Pb18 (Figura 6A). O 

componente de menor massa molecular reconhecido pela rMIP é resultado de uma 

forma degradada da enzima (Vitor de Oliveira, comunicação pessoal). Resultados 

semelhantes foram encontrados revelando-se o Immunoblotting com anti-TOP (Fig. 

6B). É importante ressaltar que a reatividade cruzada entre os dois anticorpos 

comerciais ainda não havia sido descrita (Vitor de Oliveira, comunicação pessoal). 

Corroborando este resultado, a reatividade cruzada entre as proteínas 

recombinantes e anticorpos foi observada também em ELISA-Q, onde a estrutura 

terciária das proteínas recombinantes é mantida, sugerindo que o sítio de 

reatividade cruzada seja conformacional (Figura 6C). 
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Estes resultados mostram que no extrato citosólico de P. brasiliensis há a 

presença de uma proteína reconhecida por anticorpos gerados contra a 

oligopeptidase de mamíferos, sugerindo que haja regiões conservadas entre as 

sequências da TOP de mamíferos e a enzima com atividade TOP-like presente em P. 

brasiliensis. Como os anticorpos anti-MIP e anti-TOP apresentaram reatividade 

cruzada entre si, ainda não foi possível verificar a presença de uma proteína 

homóloga à MIP de mamíferos no fungo com a técnica utilizada. 
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Figura 6 – Expressão de proteínas homólogas à TOP e à MIP de mamíferos no 

extrato citosólico de P. brasiliensis. A) MIP e TOP recombinantes (rMIP e rTOP, 

respectivamente) e fração citosólica de Pb18V foram separados eletroforeticamente, 

transferidos para membrana de nitrocelulose e revelados por quimioluminescência com 

anti-MIP e B) por 4CN com anti-TOP. As massas moleculares do padrão estão indicadas 

à esquerda. C) Elisa quimioluminescente utilizando as enzimas recombinantes (MIP e 

TOP) como substrato reagindo contra PBS (controle negativo, sem anticorpos), anti-MIP 

(1:1.000) e anti-TOP (1:1.000). Os resultados estão expressos em Unidades Relativas 

de Luminescência, em médias ± desvio padrão. 

90KDa

70KDa

50KDa

rMip rTOP Pb18V

rMip rTOP Pb18V

82KDa

64KDa

49KDa

A

B

PBS Anti-MIP Anti-TOP

U
R

L

0

2000

4000

6000

28000

30000

32000

rMIP

rTOP

C

90KDa

70KDa

50KDa

rMip rTOP Pb18V

rMip rTOP Pb18V

82KDa

64KDa

49KDa

90KDa

70KDa

50KDa

rMip rTOP Pb18V

90KDa

70KDa

50KDa

rMip rTOP Pb18VrMip rTOP Pb18V

rMip rTOP Pb18V

82KDa

64KDa

49KDa

rMip rTOP Pb18V

82KDa

64KDa

49KDa

82KDa

64KDa

49KDa

A

B

PBS Anti-MIP Anti-TOP

U
R

L

0

2000

4000

6000

28000

30000

32000

rMIP

rTOP

C



  Resultados 

- 68 - 

4.3. Tentativas de obtenção da metalo-peptidase com atividade TOP-like de 

P. brasiliensis: peptidase recombinante ou nativa. 

 Foram realizadas inúmeras tentativas para purificação da proteína nativa ou 

obtenção da recombinante referente à(s) metalo-peptidase(s) com atividade TOP-

like presente(s) no extrato citosólico das leveduras de P. brasiliensis. No entanto, 

não obtivemos sucesso apesar de nossos esforços. A seguir, descrevemos 

resumidamente as tentativas de isolamento dessa proteína realizadas durante o 

desenvolvimento deste trabalho. 

 

4.3.1. Purificação da proteína nativa por cromatografia filtração em gel 

A primeira tentativa de purificação das metalo-peptidases nativas do P. 

brasiliensis foi através da separação dos componentes do lisado do Pb18 por 

cromatografia em gel filtração utilizando uma coluna Superdex 200, em sistema de 

FPLC (Fast Protein Liquid Chromatograpy). Nas frações eluídas da coluna, foram 

determinadas a concentração protéica e a atividade sobre o substrato Abz-

GFSPFRQ-EDDnp (Figura 7). Três picos protéicos foram detectados, frações 1-3, 

19-22 e 27-37. No entanto, a atividade peptidásica sobre o substrato fluorogênico 

foi observada apenas nas frações 31 a 35. Estas frações foram submetidas à 

separação eletroforética e o conteúdo protéico corado por Coomassie Brilliant Blue 

G250 (CBB) pode ser visualizado na Figura 8. Observa-se que a cromatografia em 

gel filtração não conseguiu separar eficientemente as proteínas presentes no lisado 

de leveduras de P. brasiliensis. A fração de número 33, que apresentou a maior 

atividade peptidásica sobre o substrato fluorogênico ainda é constituída por 

inúmeros componentes protéicos de alta e baixa massa molecular corados pelo 
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CBB. Esperávamos conseguir purificar nessa fração de alta atividade poucos 

componentes com massas moleculares próximas, que seriam então tentativamente 

separados pela utilização de outro tipo de cromatografia, como por exemplo, de 

troca iônica No entanto, a presença de proteínas com variadas massas moleculares 

na fração mais ativa dificultou a utilização de diferentes métodos cromatográficos 

para a obtenção da enzima nativa. Esse resultado pode ser explicado pela grande 

quantidade de proteínas presentes no lisado de P. brasiliensis, e nessas condições a 

separação dos componentes por cromatografia em gel filtração muitas vezes é 

prejudicada. 
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Figura 7 - Cromatografia em gel filtração do lisado de P. brasiliensis em 

coluna Superdex S-200. No gráfico estão representadas a concentração proteica 

determinada pelo método de Bradford (barras) e a atividade sobre o substrato Abz-

GFSPFRQ-EDDnp (pontos) das frações coletadas na eluição da coluna, como 

descrito em Materiais e Métodos. 
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Figura 8 – Separação eletroforética dos componentes das frações eluídas 

da coluna de gel filtração (Superdex 200) com atividade oligopeptidásica. 

Estão representadas as frações 29 a 36, que apresentaram atividade sobre o 

substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp, e o lisado de Pb18 antes da separação na coluna 

(lisado Pb18). MW = padrão de massa molecular utilizado e os respectivos valores 

indicados pelas setas.  

 

 

4.3.2. Obtenção da metalo-peptidase recombinante  

Alternativamente, tentou-se a obtenção da proteína recombinante referente à 

metalo-peptidase com atividade TOP-like presente no lisado de leveduras de P. 

brasiliensis. A sequência proteica da TOP murina (GenBank Q8C1A5) foi utilizada 

para alinhamento com sequências da biblioteca de cDNA de P. brasiliensis isolado 

01, na época a única disponível. Esta biblioteca foi gentilmente colocada à nossa 

disposição pela Profa Dra Maria Sueli Soares Felipe, da UnB. Deste alinhamento 

foram selecionados dois clones, PBDEX-Y1-094t_G12.es e PBGEX-M1-100t_D11.es, 
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os quais foram cedidos pela Profa. Maria S.S. Felipe, responsável pela produção e 

manutenção da biblioteca. 

 Ao compararmos a sequência proteica da TOP murina (Gene accession 

number Q8C1A5) com sequências de outras moléculas depositadas no GenBank 

(NCBI), várias proteases fúngicas apresentaram alta similaridade com essa 

molécula, como por exemplo, metalo-peptidases fúngicas (Mip1 e MepB de 

Aspergillus fumigatus), proteínas hipotéticas (proteínas que ainda não apresentam 

uma anotação funcional) de Candida glabrata e Candida albicans, Pdr1p 

(Metalopeptidase Zinco-dependente de Saccharomyces cerevisiae) e OpdA 

(Oligopeptidase A de Escherichia coli). Essas sequências foram também alinhadas 

com as sequências parciais deduzidas das ORFs dos 2 clones de Pb 01, da biblioteca 

de cDNA. 

 Como pode ser observado na Figura 9, há um alto grau de similaridade 

entre as sequências, sendo que os clones apresentaram maior identidade com 

metalo-proteases de A. fumigatus. Quando a sequência disponível (parcial) de cada 

clone foi alinhada individualmente com cada uma das enzimas, observou-se que a 

sequência deduzida do clone PBDEX-Y1-094t_G12.es apresentou homologia com 

MepB de A. fumigatus, principalmente na porção inicial do gene. Já a sequência 

deduzida do clone PBGEX-M1-100t_D11.es apresentou homologia com Mip1 de A. 

fumigatus, principalmente na porção média do gene (dados não apresentados). 

Esses resultados, baseados nas sequências da biblioteca de cDNA do Pb01, nos 

indicaram que os dois clones selecionados poderiam representar metalo-peptidases 

presentes no citosol de leveduras de P. brasiliensis.  
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Procedemos então, ao sequênciamento completo dos dois clones, que foram 

expandidos, purificados, quantificados e enviados para sequênciamento no Centro 

de Estudos do Genoma Humano da Universidade de São Paulo. Os clones 

provenientes da biblioteca de P. brasiliensis isolado 01 foram construídos no vetor 

pBluescript II SK (Stratagene), que foi utilizado para o sequênciamento.  

 As sequências nucleotídicas completas dos clones foram comparadas com 

sequências depositadas no GenBank utilizando o programa BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool). Observou-se identidade de 81% do clone PBDEX-Y1-

094t_G12.es com uma proteína de P. brasiliensis já conhecida, a formamidase 

(Gene accession number AY163575.1). Esse fato pode ser explicado pelo processo 

de construção da biblioteca de cDNA, onde apenas uma pequena sequência do 

início da ORF do gene inserido no vetor é lida para depósito da mesma na 

biblioteca. Quando foi realizado um sequênciamento completo do gene contido no 

clone, observamos uma maior identidade com o gene de formamidase de P. 

brasiliensis e não com MepB de Aspergillus fumigatus, como esperado e previsto 

anteriormente.  

A comparação da sequência protéica deduzida do inserto completo contido no 

clone PBGEX-M1-100t_D11.es com sequências depositadas no GenBank utilizando o 

programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) apresentou identidade de 

54% com a Mip1, uma metalo-peptidase de Aspergillus fumigatus, além de 

identidade com outras proteínas da mesma família: 54% com a metalo-peptidase 

Mip1 de Neosartorya fischeri NRRL 181, 53% com a metalo-peptidase Mip1 de 

Aspergillus fumigatus Af293, e 52% com a metalo-peptidase Mip1 de Aspergillus 
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clavatus NRRL 1, sendo essas as metalo-peptidases com maior identidade 

selecionadas pelo programa no GenBank (dados não mostrados). 

A sequência completa deduzida de aminoácidos do fragmento do clone 

PBDEX-Y1-094t_G12.es, contendo 1946 pb, foi alinhada e comparada com as 

sequências das metalo-peptidases fúngicas Mip1 e Mepb de A. fumigatus e com as 

oligopeptidases OpdA bacteriana e TOP murina (Figura 10). Observou-se que a 

proteína clonada de P. brasiliensis apresenta identidade da 11,3% com a OpdA 

bacteriana, 11,4% com a TOP murina, 33,8% com a Mip1 de A. fumigatus e 14,5% 

com a MepB de A. fumigatus. Todas as sequências analisadas apresentaram o 

motivo de ligação com zinco, HEXXH, e o ácido glutâmico importante para essa 

ligação. 
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Figura 9 - Alinhamento das sequências protéicas deduzidas dos clones da biblioteca de 

cDNA de Pb01 com sequências depositadas de diferentes metalo-peptidases.  As sequências 

proteicas deduzidas da sequência parcial dos dois clones obtidos da biblioteca de P. brasiliensis isolado 

01 – PBDEX-Y1-094t_G12.es e PBGEX-M1-100t_D11.es foram alinhadas com Mip1 e MepB de A. 

fumigatus, proteínas hipotéticas de C. glabrata e C. albicans, Pdr1p (metalo-peptidase zinco-

dependente de S. cerevisiae), OpdA (oligopeptidase A bacteriana) e TOP (thimet olipeptidase murina), 

depositadas no GenBank (NCBI). Em azul é mostrado o consenso. 
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Figura 10 – Alinhamento da sequência proteica deduzida do clone PBGEX-

M1-100t_D11.es de Pb01 com a sequência de metalo-peptidases fúngicas, 

TOP murina e OpdA bacteriana. A sequência proteica deduzida do clone PBGEX-

M1-100t_D11.es (PB metallo), obtida a partir do sequênciamento completo do 

inserto contido no mesmo, foi alinhada com as sequências das OpdA bacteriana (E. 

coli), TOP murina (Thimet oligopeptidase), e metalo-peptidases Mip1 e MepB de 

Aspergillus fumigatus pelo método Clustal W do software DNAstar. Os pontos 

sombreados mostram o consenso e a caixa em vermelho mostra o motivo de 

ligação ao Zinco (HEXXH). A caixa em azul mostra o ácido glutâmico que é o 

terceiro ligante da molécula de zinco.  
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O inserto do clone PBGEX-M1-100t_D11.es foi excisado do vetor original e 

subclonado em vetores de expressão pHIS e pGEX. Foram realizados inúmeros 

protocolos com o objetivo de expressar a proteína recombinante (variação na 

quantidade de IPTG, temperatura e tempo de indução de expressão, verificação da 

presença da proteína em corpos de inclusão). Foram também tentativamente 

utilizadas diferentes cepas de bactérias para expressão do vetor, inclusive a cepa 

Rosetta (Novagen), derivada da linhagem de E. coli BL21, utilizada para otimização 

da expressão de proteínas eucarióticas que contém códons raramente usados em 

E.coli. No entanto, em nenhuma dessas tentativas obtivemos sucesso. Um dos 

motivos desse insucesso pode estar relacionado ao fato que o clone utilizado não 

possuía a sequência nucleotídica da proteína completa, faltando uma parte da 

região N terminal. A proteína completa tem alta massa molecular 

(aproximadamente 80 kDa), o que pode dificultar em alguns casos a expressão da 

proteína recombinante. 

Além dos clones obtidos a partir da biblioteca de cDNA Pb01, outros dois 

clones foram selecionados a partir da biblioteca de cDNA do P. brasiliensis isolado 

18, construída pelo Prof. Gustavo Goldman – USP Ribeirão Preto, também 

selecionados por sua alta identidade com a sequência de nucleotídeos da TOP 

murina. Estes clones (Pb3NEW1-168E06 e Pb 50001-165C09) foram expandidos e 

enviados para sequênciamento.  

O sequênciamento de um trecho de 105 nucleotídeos do clone Pb3NEW1-

168E06 apresentou identidade de 46% com a proteína MepB de Aspergillus 

fumigatus. Entretanto no decorrer do sequênciamento, foi detectada uma região 

poli-T, regiões instáveis que causam erro na polimerização durante a reação de 
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seqüenciamento, ou que podem ser lidas simultaneamente gerando uma grande 

quantidade de luz em uma única reação (Shibata et al, 2001). Desta forma, não foi 

possivel o sequênciamento do clone. O outro clone (Pb 50001-165C09) apresentou 

identidade com uma proteína Rack1-like de Paracoccidioides brasiliensis, e isto 

pode ter acontecido pelos mesmos motivos já descritos para o clone PBDEX-Y1-

094t_G12.es da biblioteca de Pb01.  

 Em novembro de 2008, houve uma atualização importante no banco de 

dados do genoma de P. brasiliensis 

(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/M

ultiHome.html). Com essa atualização, tivemos acesso às sequências do genoma 

completo de dois novos isolados do P. brasiliensis, Pb18 e Pb03, depositadas nesse 

banco, que foram então comparadas com as sequências da TOP murina e do clone 

da biblioteca de Pb01 (clone PBGEX-M1-100t_D11.es) utilizado anteriormente. 

Foram selecionadas no banco de dados do Pb18, sequências com alta homologia 

aos genes de nosso interesse, nomeadas como “TOP/Sacarolisina” e “MIP”. Para 

ambas as sequências foram desenhados primers para a clonagem dos genes a 

partir do cDNA extraído do nosso isolado Pb18V. Os genes foram clonados a partir 

do cDNA fúngico, sequênciados, clonados em vetor de expressão, e novamente não 

conseguimos obter as proteínas recombinantes. 
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4.4. Purificação da proteína nativa em coluna de afinidade com anticorpos 

específicos 

A purificação de proteínas nativas pode também ser conseguida por 

cromatografia de afinidade utilizando anticorpos policlonais ou monoclonais 

desenvolvidos contra a proteína. Desta forma, nosso objetivo foi a obtenção de 

anticorpos policlonais reativos com a metalo-peptidase de P. brasiliensis.  

 A obtenção de anticorpos policlonais depende da imunização de animais 

(camundongos ou coelhos) com a proteína nativa ou com a proteína recombinante, 

e estas não estavam à disposição. Uma alternativa à utilização da proteína 

completa, é a imunização com peptídeos derivados dessa proteína na presença de 

adjuvantes. Na época que se iniciou esta fase do trabalho, a biblioteca de cDNA do 

Pb18 não estava ainda disponível, e somente tínhamos a sequência incompleta do 

clone PBGEX-M1-100t_D11.es, com homologia à TOP murina e metalo-peptidases 

fúngicas. Utilizando-se a sequência de aminoácidos deduzida do clone PBGEX-M1-

100t_D11.es e comparando-a com as sequências depositadas no banco de dados 

de proteínas do National Center for Biotechnology Information (NCBI, Entrez 

Protein), foi observado 78% de identidade com uma proteína hipotética de 

Ajellomyces capsulatus. A. capsulatus é o teleomorfo do Histoplasma capsulatum, 

fungo dimórfico patogênico de importância médica, e a sequência completa da 

proteína hipotética se encontrava depositada. 

 As sequências de aminoácidos da proteína de A. capsulatus e do clone 

foram analisadas utilizando o software Protean (DNAStar). Foram selecionadas 

regiões homólogas com alta hidrofilicidade e probabilidade de expressão na 

superfície celular, ou seja, peptídeos provavelmente imunogênicos indutores de 
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respostas humorais. Peptídeos de 12 a 18 aminoácidos foram sintetizados pela 

Profa. Maria Aparecida Juliano (INFAR, UNIFESP), e estes foram utilizados para 

imunização de camundongos. Os peptídeos desenhados estão listados na Tabela 3 e 

sua localização na sequência protéica está demonstrada na Figura 1. 

Inicialmente foram injetados 25µg de peptídeo na presença de adjuvante 

(hidróxido de alumínio), intraperitonealmente, em camundongos Balb/c. Após 48h 

da primeira imunização, foi observada uma alta mortalidade dos animais, sugerindo 

uma alta toxicidade dos peptídeos. Para verificar esta hipótese, a capacidade 

hemolítica dos peptídeos foi analisada (Mandal & Nagaraj, 2002). Na Figura 11, é 

possível observar que nenhum dos peptídeos testados (1, 4, 6, 7 e 8) foi capaz de 

lisar eritrócitos humanos nas duas concentrações utilizadas no ensaio, 10 e 25 µg. É 

possível que na primeira imunização, com 25 µg dos peptídeos, tenha ocorrido uma 

reação inflamatória acentuada, levando os animais a óbito. Optou-se então por 

utilizar a dose de 10 µg de peptídeo por animal por dose. 

Os animais foram imunizados a cada 2 semanas, em um total de 5 

imunizações. Antes de cada imunização foi coletado sangue pela veia caudal para 

obtenção do soro para quantificação dos anticorpos em ELISA-quimioluminescente, 

ou ELISA-Q. 

A produção de anticorpos contra os peptídeos neste primeiro experimento 

está demonstrada na Figura 12. Para a realização do ELISA-Q, as placas foram 

sensibilizadas com os próprios peptídeos utilizados para a imunização de cada 

grupo, os soros foram diluídos 25 e 50 vezes e utilizados em pools representativos 

de cada grupo. Todos os grupos apresentaram o mais alto nível de anticorpos após 

a 2ª ou 3ª dose do peptídeo, níveis que caíram após as demais imunizações. Alguns 
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pools de soros de animais imunizados somente com o adjuvante reconheceram 

fortemente alguns peptídeos em ELISA-Q, principalmente os peptídeos 1, 6, 7 e 8. 

Observamos que, embora todos os peptídeos utilizados tenham induzido a produção 

de anticorpos pelos animais imunizados, os peptídeos 1, 2, 3, 6 e 8 foram capazes 

de induzir o maior título de anticorpos. Como esperado, o peptídeo 4 foi o que 

apresentou menor reatividade, pois parte deste peptídeo corresponde ao sítio 

HEXXH das metalo-peptidases, que é bastante conservado. A reatividade de um 

soro hiperimune contra gp43 de P. brasiliensis foi utilizada como controle positivo 

em cada ensaio (dados não mostrados).  

Os peptídeos capazes de induzir altos títulos de anticorpos foram 

selecionados para novos ensaios, além de dois novos peptídeos, que foram 

sintetizados posteriormente. 
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Figura 11 - Ensaio de hemólise para verificar a toxicidade dos peptídeos. 

Na fileira superior à esquerda está representado o controle negativo (C-, 3x107 

eritrócitos/poço em solução de PBS-BSA 1%); na fileira inferior, o controle positivo 

(C+, adição de Triton X-100 0,2%), que provocou a lise de 100% das células. P1, 

P4, P6, P7 e P8 representam os peptídeos, nas duas concentrações utilizadas no 

ensaio, 10 e 25 µg. A placa foi incubada à 37ºC por 2,5h antes da leitura.  
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Figura 12 - ELISA-Q dos pools de soros obtidos dos animais imunizados com 

peptídeos. Os animais receberam 25µg de peptídeo na primeira imunização e 10 µg 

nas imunizações subsequentes. Branco, reação de ELISA-Q na ausência de pool de 

soros. Alum, pool de soros de animais imunizados com hidróxido de alumínio diluído a 

1:50. 1:25 e 1:50, diluições dos pools de soros utilizadas no ensaio. As barras 

coloridas são referentes a pools de soros coletados após cada imunização, realizadas 

com um intervalo de 15 dias. Número de animais por grupo, 3. Dados expressos na 

razão da média de URL da amostra pela média da URL do branco. URL, Unidades 

Relativas de Luminescência. Cada gráfico utilizou uma escala diferente no eixo Y para 

melhor observação dos resultados individuais de cada grupo. 
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Um segundo experimento foi realizado com apenas três imunizações e o 

sangue foi coletado 7 dias após cada imunização. Como controles, foram coletados 

os soros pré-imunes dos animais de cada grupo, além de um grupo de animais 

imunizados somente com o adjuvante (hidróxido de alumínio). Corroborando os 

resultados anteriores, observamos que os peptídeos 1, 2, 3, 6 e 8 induziram altos 

títulos de anticorpos após 2 ou 3 imunizações, apresentando uma diferença 

significativa em relação aos animais imunizados com o adjuvante (dados não 

mostrados). A imunização de animais com os dois novos peptídeos introduzidos 

neste ensaio, o peptídeo 5 e o peptídeo 9, mostrou elevada produção de anticorpos 

pelo primeiro mas não pelo último. Pudemos observar também que após a segunda 

imunização a resposta de anticorpos não se alterou significativamente, sugerindo 

que apenas duas doses são suficientes para a indução de uma resposta satisfatória 

(dados não mostrados). 

Os soros coletados após a segunda imunização neste experimento foram 

então ensaiados individualmente para determinação da variação individual intra-

grupo no protocolo utilizado. Observou-se uma grande variabilidade individual 

intra-grupo na produção de anticorpos específicos para todos os peptídeos 

analisados. Todos os animais imunizados com o peptídeo 6 apresentaram leituras 

de 3 a 6 vezes maiores que a leitura do pool de soros de animais imunizados com o 

adjuvante, enquanto os grupos imunizados com os peptídeos 2, 3 e 5 

apresentaram, cada um, somente 1 animal com alto nível de anticorpos produzidos, 

comparativamente ao pool de soros de animais imunizados com o hidróxido de 

alumínio (Figura 13). Animais imunizados com os peptídeos 1 e 8 apresentaram 

pouca diferença em relação aos animais imunizados com o adjuvante (dados não 
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mostrados). Em seguida, as IgGs dos soros dos animais que apresentaram maior 

reatividade em ELISA-Q foram isoladas em proteína G (animal 1 imunizado com o 

peptídeo 2, animal 4 imunizado com o peptídeo 3, animal 4 imunizado com o 

peptídeo 5 e animais 1 e 4 imunizados com o peptídeo 6, representados na Figura 

13). A reatividade dessas imunoglobulinas com o extrato citosólico de P. 

brasiliensis, que contém a peptidase com atividade TOP-like, foi analisada por 

immunoblotting. 

Na Figura 14, pode ser visto que soros dos camundongos de todos os grupos 

reconheceram uma proteína majoritária, com massa molecular ao redor de 75-90 

kDa, que corresponde ao tamanho previsto para a proteína anotada como TOP no 

banco genômico do P. brasiliensis. Embora todos os soros tenham sido diluídos na 

mesma proporção (1:500), alguns deles reconheceram a proteína mais 

intensamente. Esses resultados mostram que a imunização com alguns peptídeos 

selecionados induziu a formação de anticorpos capazes de reconhecer uma proteína 

específica no extrato citosólico do Pb18. O reconhecimento de uma proteína no 

extrato citosólico do P. brasiliensis pelos anticorpos testados, possibilita a 

purificação da proteína nativa utilizando-se uma coluna de afinidade montada com 

os anticorpos específicos produzidos.  
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Figura 13: ELISA-Q dos soros dos grupos com maior resposta de anticorpos 

ensaiados individualmente. A imunização foi realizada com 10µg de peptídeo por 

animal, e o soro foi coletado após duas doses. Branco, reação de ELISA-Q na 

ausência de pool de soros. Alum, pool de soros de animais imunizados com 

hidróxido de alumínio na diluíção 1:50. A diluição do anticorpo primário (soro de 

cada animal) foi 1:25. Os números no eixo X representam cada animal 

individualmente. Resultado expresso em médias ± desvio padrão. 
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Figura 14 - Reatividade das IgGs purificadas dos soros com alta 

reatividade em ELISA-Q com o extrato citosólico do P. brasiliensis em 

immunoblotting. P2 (KETCPGETWNPDVRR-NH2), soro do animal 1 imunizado com 

peptídeo 2. P3 (FVELPSIIMENFAMAPEV-NH2), soro do camundongo 4 imunizado 

com peptídeo 3. P5 (TNPSPNSTKPPLLSKH-NH2), soro do animal 4 imunizado com 

peptídeo 5. P6A e P6B (LNSNNRNLVQKEIA-NH2), soros dos animais 1 e 4, 

respectivamente, imunizados com o peptídeo 6 (reatividade dos anticorpos por 

ELISA-Q na Figura 13). O extrato citosólico do fungo foi separado 

eletroforeticamente; a reação com as IgGs purificadas (primário 1:500 e secundário 

anti-mouse-HRP 1:1.000) e a revelação realizada com ECL (Millipore), foram 

realizadas como descrito em Materiais e Métodos. 
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Para a montagem de uma coluna de afinidade, 10 camundongos foram 

imunizados para aumentar a quantidade de anticorpos peptídeo-específicos. Devido 

à disponibilidade de peptídeo e resultados anteriores, foram escolhidos os peptídeos 

5 e 6, com a obtenção de soro pré-imune e 2 imunizações com intervalo de quinze 

dias. O resultado do ELISA-Q com os soros individuais pode ser visto na Figura 15 e 

o immunoblotting com o pool dos soros com maior reatividade, na Figura 16.  

Corroborando resultados anteriormente obtidos, observa-se uma grande 

variabilidade na resposta individual nos grupos, mas todos os animais produziram 

anticorpos após imunização com os peptídeos (Figura 15). Observa-se no 

immunoblotting que ambos os peptídeos induziram a produção de imunoglobulinas 

capazes de reconhecer uma banda de aproximadamente 75-85 kDa no extrato 

citosólico do Pb18, como observado anteriormente (Figura 16).  

Com essas imunoglobulinas purificadas, mostradas na Figura 17, foi montada 

uma coluna de afinidade, como descrito em Materiais e Métodos. Entretanto, em 

uma primeira tentativa de purificação não foi possível observar o isolamento de 

uma proteína específica do extrato citosólico do Pb18 utilizando-se a coluna de 

afinidade preparada para esse fim (Figura 17). A obtenção de vários componentes 

fúngicos se deve provavelmente ao tempo prolongado de incubação da amostra na 

coluna (1h à temperatura ambiente com agitação), facilitando as ligações 

inespecíficas.  

Na tentativa de se obter interações mais especificas, as condições do ensaio 

foram modificadas (menor tempo de incubação entre extrato citosólico e coluna, 

utilização de água como tampão na coluna de dessalinização, utilização de uma 

maior quantidade de amostra a ser cromatografada). Na Figura 18 pode-se 
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observar o extrato citosólico de P. brasiliensis antes da passagem pela coluna de 

afinidade (A) e o eluato recolhido da coluna de afinidade (B e C, sobrenadante e 

pellet do liofilizado após ressuspensão em tampão de amostra, respectivamente). É 

possível observar uma redução do número de bandas eluídas da coluna, e pode-se 

ver no sobrenadante do liofilizado uma tênue banda na altura aproximada de 80 

kDa, que é o tamanho previsto para TOP.  
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Figura 15 - ELISA-Q dos soros de animais imunizados com os peptídeos 5 

ou 6. A imunização foi realizada com 10µg de peptídeo por animal, duas doses, 15 

dias de intervalo. O soro foi coletado 15 dias após a última imunização. Branco, 

reação de ELISA-Q na ausência de pool de soros. Pré-Imune (diluição 1:50), soros 

obtidos previamente às imunizações. 1:25A e 1:50A, diluições dos soros coletados 

após a primeira imunização, e 1:25B e 1:50B, diluições dos soros coletados após a 

segunda imunização. Os números representados no eixo X referem-se aos animais 

individuais. Resultados expressos em médias ± desvio padrão. URL, unidades 

relativas de luminescência. 
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Figura 16 - Reatividade dos soros com alta reatividade em ELISA-Q com o 

extrato citosólico do P. brasiliensis em immunoblotting. P6 e P6B 

(LNSNNRNLVQKEIA-NH2), pool de soros de animais imunizados com o peptídeo 6, 

utilizado nas diluições de 1:100 e 1:50 respectivamente. P5 e P5B 

(TNPSPNSTKPPLLSKH-NH2), pool de soros de animais imunizados com o peptídeo 5, 

utilizado nas diluições de 1:100 e 1:50 respectivamente. O extrato citosólico do 

fungo foi separado eletroforeticamente; a reação com os anticorpos e a revelação 

realizada com ECL (Millipore), como descrito em Materiais e Métodos. 
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Figura 17 –SDS-PAGE contendo as IgGs purificadas obtidas do soro de 

camundongos imunizados com os peptídeos 5 (LNSNNRNLVQKEIA-NH2) e 6 

(TNPSPNSTKPPLLSKH-NH2), e eluato da coluna de afinidade após 

passagem do extrato citosólico de P. brasiliensis. IgG P5 e IgG P6, pools de 

IgGs purificadas do soro de camundongos imunizados com o peptídeo 5 e 6, 

respectivamente. Amostra, fração eluída da coluna de afinidade após passagem do 

extrato citosólico de P. brasiliensis, que foi dessalinizada, liofilizada e ressuspendida 

em tampão de amostra. MW representa o padrão de massa molecular, com os 

respectivos valores indicados por setas. 
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Figura 18 –SDS-PAGE contendo o extrato citosólico de P. brasiliensis e 

amostras resultantes da passagem do extrato citosólico de P. brasiliensis 

em coluna de afinidade. A, extrato citosólico de P. brasiliensis antes da 

passagem pela coluna de afinidade. B e C, amostras eluídas da coluna de afinidade, 

dessalinizadas, liofilizadas e ressuspendidas em tampão de amostra. B é o 

sobrenadante e C o pellet. MW representa o padrão de massa molecular, com os 

respectivos valores indicados por setas. 
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4.5. Determinação do possível papel biológico da oligopeptidase com 

atividade TOP-like de P. brasiliensis 

 

Embora não tenhamos detectado uma forma secretada da metalo-peptidase 

com atividade TOP-like no P. brasiliensis nas nossas condições de estudo, esta 

protease pode ser secretada in vivo pela existência de estímulos específicos 

teciduais e/ou humorais. O aumento na secreção de proteases em meios contendo 

proteínas séricas já foi demonstrada em Aspergillus fumigatus (Gifford et al, 2002), 

Saccharomyces cerevisiae (Kurucová et al, 2009) e Candida albicans (dos Santos et 

al, 2006). Foi demonstrado que em leveduras de P. brasiliensis isoladas de 

camundongos infectados cerca de 35% do transcriptoma são proteínas que não são 

expressas em cultivos in vitro, e cerca de 23% do transcriptoma são proteínas 

superexpressas nas condições in vivo, comparado ao fungo cultivado in vitro (Costa 

et al, 2007). 

Alternativamente, o P. brasiliensis pode também ser lisado in vivo e liberar o 

seu conteúdo citoplasmático no sítio de infecção, pela ação dos componentes 

efetores da resposta imune inata e adaptativa. 

Para verificarmos se a metalo-peptidase com atividade TOP-like de P. 

brasiliensis é secretada ou liberada in vivo e se possui propriedades imunogênicas 

no hospedeiro, verificamos a presença de imunoglobulinas específicas contra a 

peptidase em soros de pacientes diagnosticados com a paracoccidioidomicose 

(PCM). 

IgGs foram purificadas a partir de soros de 4 indivíduos infectados com P. 

brasiliensis, e foram testadas quanto a sua capacidade de neutralizar a atividade 

enzimática do lisado de P. brasiliensis sobre o substrato com supressão 
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intramolecular de fluorescência Abz-GFSPFRQ-EDDnp. Como controle negativo, 

IgGs foram purificadas a partir de um pool de soros de voluntários saudáveis. 

O título de anticorpos específicos presentes nos soros foi determinado por 

imunodifusão em gel de ágar, utilizando antígenos de P. brasiliensis. Esses soros 

foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Arnaldo Colombo, da Disciplina de 

Doenças Infecciosas e Parasitárias da UNIFESP e pelo Prof. Dr. Zoilo Pires de 

Camargo, da Disciplina de Biologia Celular da UNIFESP, e apresentaram títulos em 

imunodifusão de 1:2, 1:4, 1:16 e 1:128.  

A redução na atividade catalítica do extrato citosólico de Pb18 sobre o 

substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp pelas IgGs purificadas dos pacientes com PCM foi 

diretamente proporcional ao título de anticorpos de cada soro (Figura 19). A mesma 

concentração de IgGs (100 µg) de soros com maiores títulos em imunodifusão, o 

que significa uma melhor produção de anticorpos específicos pelo hospedeiro, levou 

a uma maior inibição da atividade peptidásica do extrato citosólico, chegando a 

60% de inibição pelo soro com título de 1:128. Ao contrário, 100 µg de IgGs 

isoladas de soros com baixos títulos em imunodifusão induziram uma menor 

inibição da atividade peptidásica. Essa inibição foi específica, pois a mesma 

quantidade de IgGs purificadas de soros de indivíduos saudáveis não inibiu a 

atividade TOP-like do extrato citosólico de Pb18. 

Um ensaio semelhante foi realizado utilizando-se anticorpos comerciais anti-

TOP (Proteimax) e anti-MIP (ProteinTech Group, Inc). Esses anticorpos inibem a 

atividade catalítica das suas respectivas peptidases em ensaio de hidrólise do 

substrato fluorogênico Abz-GFSPFRQ-EDDnp (Vitor de Oliveira, comunicação 

pessoal). Na Figura 20, observa-se que anti-TOP e anti-MIP inibiram parcialmente a 
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atividade peptidásica do extrato citosólico de Pb18. Anticorpos anti-MIP inibiram em 

50% a hidrólise do substrato fluorogênico na concentração de 1µl (a concentração 

proteica desse anticorpo comercial não está disponível), e os anticorpos anti-TOP 

inibiram a hidrólise do peptídeo de forma dose-dependente, como observado nas 

duas doses utilizadas, 5 e 10 µg. A concentração proteica dos anticorpos comerciais 

anti-TOP não corresponde à concentração de imunoglobulinas purificadas devido à 

grande quantidade de albumina contida no reagente para sua conservação (dados 

não mostrados). 

Os anticorpos utilizados neste ensaio apresentaram reação cruzada entre si, 

como demonstrado anteriormente na Figura 6, não sendo possível, portanto, 

determinar a existência de uma atividade peptidásica MIP-like minoritária em 

adição à atividade TOP-like majoritária no extrato citosólico de P. brasiliensis. 

Esses resultados sugerem que a oligopeptidase do extrato citosólico de P. 

brasiliensis é secretada ou liberada após lise das leveduras in vivo e apresenta 

propriedades imunogênicas, induzindo a produção de anticorpos específicos no 

hospedeiro, capazes de inibir a atividade catalítica da peptidase. A inibição da 

atividade catalítica do extrato citosólico com os anticorpos anti-MIP e anti-TOP, que 

reagem cruzadamente entre si, reforçam a existência de uma peptidase com 

atividade TOP-like no P. brasiliensis, não descartando porém a existência de uma 

peptidase MIP-like.  
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Figura 19 – Inibição da hidrólise de Abz-GFSPFRQ-EDDnp pelo extrato 

citosólico de P. brasiliensis por IgGs purificadas de pacientes com PCM. 

Porcentagem de inibição da hidrólise do substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp pelo 

extrato citosólico de Pb18 por IgGs Pb-específicas. Pb-, IgGs isoladas de indivíduos 

não-infectados; 1/2, 1/4, 1/16 e 1/128, IgGs isoladas de indivíduos infectados com 

P. brasiliensis, soros com títulos de anticorpos anti-Pb (em imunodifusão) de 1:2, 

1:4, 1:16 e 1:128 respectivamente. Os ensaios foram realizados a 37°C, em 50mM 

Tris-HCL, pH7,4. As barras representam a porcentagem de inibição da hidrólise do 

substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp (20µM) pelo extrato citosólico do Pb18 por cinco 

minutos, comparado com o controle sem adição de anticorpos, que representa 

100% de atividade. Para a inibição da hidrólise, foram adicionadas 100µg de IgGs 

purificadas. Resultado expresso em médias ± desvio padrão. 
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Figura 20 - Inibição da hidrólise de Abz-GFSPFRQ-EDDnp por extrato 

citosólico de Pb18 com anticorpos policlonais anti-TOP e anti-MIP. 

Porcentagem de inibição da hidrólise do substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp pelo 

extrato citosólico de Pb18 por anticorpos comerciais anti-TOP e anti-MIP. Pb-, 100 

µg de IgGs isoladas de indivíduos não-infectados. Os ensaios foram realizados a 

37°C, em 50mM Tris-HCL, pH7,4. As barras representam a porcentagem de inibição 

da hidrólise do substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp (20µM) pelo extrato citosólico do 

Pb18 por cinco minutos, comparado com o controle sem adição de anticorpos, que 

representa 100% de atividade. Resultado expresso em médias ± desvio padrão. 
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4.6. Expressão da oligopeptidase com atividade TOP-like e gp43 em 

isolados de P. brasiliensis com diferentes virulências 

 

A análise preliminar da atividade oligopeptidásica TOP-like em lisados de 

leveduras de P. brasiliensis com maior ou menor virulência, mostrou que isolados 

Pb18 de maior virulência (recentemente coletados de órgãos de animais infectados) 

apresentaram uma maior atividade peptidásica sobre o substrato fluorogênico. Este 

resultado sugere que a expressão dessa enzima poderia estar relacionada a uma 

maior virulência fúngica, o que possibilitaria sua indicação como um fator de 

virulência para o P. brasiliensis (Figura 2).  

Para confirmar um possível papel da oligopeptidase com atividade TOP-like 

de P. brasiliensis na virulência e patogenicidade fúngica, foram realizados ensaios 

onde a virulência do fungo foi controlada e métodos mais precisos de quantificação 

da peptidase foram utilizados. O isolado 18 de P. brasiliensis foi utilizado nas suas 

duas variações, o Pb18V (virulento) e o Pb18NV (não virulento). O isolado virulento 

representa o fungo mantido em passagens frequentes por camundongos e 

recuperado a partir de órgãos infectados. O isolado, após passagem in vivo, foi 

utilizado em experimentos até no máximo o décimo repique in vitro para extração 

de RNA, obtenção de lisado, extrato citosólico, preparado de membrana/parede 

celular. O isolado não virulento vem sendo mantido há muito tempo em cultivos in 

vitro no laboratório. 

 Para comprovar a diferença na virulência dos dois isolados a serem utilizados 

no ensaio, representada pela diferença na capacidade infectante in vivo dos 

mesmos, os isolados foram inoculados intravenosamente em camundongos e o 

número de unidades formadoras de colônia (UFC) obtidas dos pulmões dos animais 
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infectados foi determinado. O isolado com maior virulência, Pb18V, apresentou 

número de UFCs/grama de tecido pulmonar cerca de 30 vezes maior que o isolado 

não virulento (Pb18NV), como observado na Figura 21. 

 O extrato citosólico foi obtido dos dois isolados e testado quanto a sua 

capacidade de hidrolisar o substrato fluorogênico Abz-GFSPFRQ-EDDnp. 

Corroborando os resultados preliminares obtidos, o extrato citosólico obtido do 

isolado Pb18V mostrou uma atividade peptidásica significativamente maior que  

isolado Pb18NV (Figura 22), sugerindo que uma maior expressão da oligopeptidase 

com atividade TOP-like ocorra nos isolados mais virulentos. 
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Figura 21 – Comparação da infectividade in vivo dos isolados Pb18V e 

Pb18NV. Unidades formadoras de colônia (UFC) de P. brasiliensis isolado 18V 

(virulento) e 18NV (não virulento) recuperadas dos pulmões de camundongos 

Balb/c, 15 dias após a infecção com 106 células viáveis injetadas endovenosamente. 

* p<0.001, comparado com o isolado não virulento. Resultados expressos em 

médias ± desvio padrão. 

0

5

10

15

20

25

30

35

Pulmão

U
F
C
/g
 d
e
 t
e
c
id
o
 (
x
1
0
3
)

Pb18V

Pb18NV

*

0

5

10

15

20

25

30

35

Pulmão

U
F
C
/g
 d
e
 t
e
c
id
o
 (
x
1
0
3
)

Pb18V

Pb18NV

*



  Resultados 

- 102 - 

  

Figura 22 – Comparação da atividade oligopeptidásica TOP-like presente 

nos extratos citosólicos dos isolados Pb18 virulento e não virulento. 

Extratos citosólicos de Pb18V and Pb18NV foram incubados com o peptídeo 

fluorogênico Abz-GFSPFRQ-EDDnp (20µM) em 50mM Tris-HCl, pH 7,4, a 37ºC. Os 

resultados estão expressos em médias ± desvio padrão. * p<0.05 comparado com 

Pb18NV. 
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 Para verificar se os níveis de expressão de peptidases com atividade TOP-like 

pelo P. brasiliensis podem ser influenciados pelo grau de virulência/infectividade do 

fungo, foi utilizada a técnica de qPCR (reação em cadeia da polimerase quantitativa 

em tempo real), que permite robusta detecção e quantificação da expressão gênica. 

As quantificações foram realizadas a partir do cDNA obtido do mRNA extraído dos 

isolados Pb18V e Pb18NV. 

 Nucleotídeos iniciadores foram desenhados a partir das sequências gênicas 

homólogas à TOP e MIP de mamíferos depositadas no banco de dados contendo as 

bibliotecas genômicas do P. brasiliensis isolados 01, 03 e 18. Para a realização 

desse método quantitativo, genes endógenos de expressão constante são 

necessários para efeitos comparativos, e foram então utilizados nucleotídeos 

iniciadores de genes do P. brasiliensis já empregados como genes endógenos para 

qPCR, como os genes de GAPDH, EIF3 e tubulina (Nunes et al, 2005; Bandeira & 

Nóbrega, 2008; Rocha et al, 2009). Como a glicoproteína de 43 kDa do P. 

brasiliensis (gp43) é também um gene expresso por todos os isolados desse fungo, 

nucleotídeos iniciadores foram também desenhados para a detecção do gene dessa 

glicoproteína, com base nas sequências das bibliotecas de cDNA e genômica 

descritas. 

Primeiramente foi realizada a escolha dos genes endógenos a serem 

utilizados no ensaio. Utilizou-se para isso um aplicativo para Excel (Microsoft) 

chamado geNorm (Vandesompele et al, 2002), que analisa a estabilidade de 

expressão dos genes endógenos. Esses genes endógenos são classificados de 

acordo com um valor de "M" (média pair-wise da variação de um gene particular 

em relação a todos os outros genes). Essa é uma medida determinada da 
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estabilidade do gene controle, que classifica um gene como sendo mais estável 

(menor valor de M) ou menos estável (maior valor de M), sendo considerados 

aceitáveis valores menores que 1,5 (Vandesompele et al, 2002). De acordo com 

este software, 4 dos 6 genes testados, GAPDH, EIF3, tubulina e o gene homólogo 

da MIP de P. brasiliensis (“MIP”), mostraram uma confiabilidade global ideal, 

confirmada pelo baixo valor de "M". Em particular, o aplicativo geNorm classificou 

os genes MIP e GAPDH como os dois melhores genes endógenos do grupo, pelos 

menores valores de M obtidos (Figura 23). O aplicativo também sugere que um 

fator de normalização exata dos dados da qPCR pode ser calculado usando apenas 

os dois genes endógenos mais estáveis (MIP e GAPDH), sem necessidade de incluir 

controles adicionais na análise. Portanto, esses dois controles endógenos foram 

utilizados no cálculo do fator de normalização utilizando o software REST2008 

(Pfaffl et al, 2002). 
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Figura 23 – Determinação da estabilidade da expressão gênica para genes 

a serem utilizados como referência no ensaio de qPCR. Média dos valores de 

“M” da estabilidade da expressão dos genes a serem utilizados como referência no 

ensaio de qPCR, tubulina, eIF3, MIP e GAPDH, calculado pelo aplicativo geNorm. 

 

  

 Utilizando agora os genes endógenos selecionados como controles, MIP e 

GAPDH, foi quantificada a expressão dos genes da gp43 e do gene do P. brasiliensis 

homólogo à TOP. O ensaio de qPCR mostrou que a expressão do gene do P. 

brasiliensis homólogo à TOP foi quase 2 vezes maior no isolado Pb18V do que no 

isolado Pb18NV (Figura 24), tanto utilizando MIP como GAPDH como genes de 

referência. Essa diferença é estatisticamente significativa, como analisado pelo 

aplicativo REST (Pfaffal et al, 2002) 
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Este resultado sugere que a peptidase homóloga à TOP de mamíferos 

presente no genoma do P. brasiliensis, que possivelmente é responsável pela 

atividade catalítica TOP-like no extrato citosólico de P. brasiliensis, pode ser 

considerada uma candidata a um fator de virulência fungica. Entretanto, este 

resultado necessita de experimentos adicionais para sua confirmação. 

 Em paralelo à análise da expressão da peptidase homóloga à TOP em P. 

brasiliensis, foi também analisada a expressão da gp43 nos dois isolados, Pb18V e 

Pb18NV. Na Figura 24, podemos observar que a gp43 foi onze e treze vezes mais 

expressa no Pb18V do que no Pb18NV, utilizando-se MIP ou GAPDH como genes de 

referência, respectivamente. Ambos mostraram resultados estatisticamente 

significativos utilizando o software REST (Pfaffl, 2002) para análise dos dados.  

Um resultado preliminar nos sugeriu que a expressão da gp43 pode variar de 

acordo com o tempo de cultivo do isolado in vitro. O isolado Pb18V foi mantido in 

vitro por 3 e 6 passagens após seu isolamento de animais infectados, e a expressão 

da gp43 foi quantificada nesses dois isolados, Pb18V3 e Pb18V6. A expressão do 

gene no isolado Pb18V3 foi maior do que no isolado Pb18V6 (dados não 

apresentados). Ensaios complementares são necessários para confirmar os 

resultados obtidos para a expressão da gp43 nos isolados com diferentes 

virulências de P. brasiliensis. 
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Figura 24 – Expressão do gene homólogo à TOP de mamíferos e do gene da 

gp43 em isolados virulentos e não virulentos do P. brasiliensis. Expressão 

relativa do gene homólogo à TOP de mamíferos e da gp43 pelo Pb18V e Pb18NV 

utilizando qPCR e calculado pelo aplicativo de expressão relativa REST2008. O eixo 

Y representa o número de vezes que a expressão do gene do Pb18V aumentou em 

comparação ao gene do Pb18NV, normalizado pelos genes de referência MIP 

(barras cheias) ou GAPDH (barras vazias). Os ensaios foram realizados em 

duplicatas, com três amostras biológicas para cada grupo. O erro padrão da 

expressão está entre parênteses no topo de cada barra. * p>0.05 comparado com 

os níveis de expressão do isolado não virulento. 
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4.7. Análise filogenética de metalo-oligopeptidases de mamíferos, fúngicas 

e bacterianas 

 

 As sequências protéicas de metalo-oligopeptidases de mamíferos, fúngicas e 

bacterianas foram analisadas utilizando o software MegaAlign (DNAStar, Lasergene) 

com o alinhamento (método Clustal W). As peptidases analisadas foram: a OpdA da 

bactéria E. coli, a sacarolisina da levedura S. cerevisiae, as peptidases homólogas à 

MIP humana dos isolados 01, 03 e 18 do fungo P. brasiliensis (presente nas 

bibliotecas de cDNA e genômica como MIP), as peptidases homólogas à TOP 

humana dos isolados 01 e 03 do P. brasiliensis (definidas como TOP) e do isolado 

18 (definida como sacarolisina), e as peptidases humanas TOP e neurolisina. As 

análises foram traduzidas em um painel de identidade/divergência (Figura 25) e em 

um cladograma (Figura 26). 

 Observou-se que embora todas as peptidases estudadas pertençam à mesma 

família (M3), a análise das sequências proteicas permite a divisão em dois grupos 

distintos, um contendo as MIPs dos três isolados de P. brasiliensis, e um segundo 

grupo contendo as outras metalo-oligopeptidases, que mesmo de diferentes origens 

(bacteriana, fúngica ou humana) apresentam uma maior identidade entre si, 

quando comparadas com as sequências das MIPs fúngicas. 

 Dentro do segundo grupo podemos observar claramente dois subgrupos, um 

deles formado pela única peptidase bacteriana estudada, a OpdA de E. coli. No 

outro subgrupo formado, as enzimas humanas TOP e neurolisina se separam das 

peptidases fúngicas, TOP de P. brasiliensis e sacarolisina de S. cerevisiae. 

 Um resultado interessante foi observado quando as peptidases fúngicas são 

analisadas. A peptidase homóloga à TOP humana presente no isolado 18 de P. 
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brasiliensis foi denominada “sacarolisina” no banco de dados das bibliotecas de 

cDNA e genômica do fungo. No entanto, o cladograma da Figura 26 mostra 

claramente que essa peptidase apresenta forte identidade com as TOPs dos 

isolados 01 e 03 de P. brasiliensis, sendo mais distante da sacarolisina de S. 

cerevisiae. Esse resultado sugere que o gene denominado “sacarolisina” na 

biblioteca de cDNA do isolado 18 do P. brasiliensis pode ser na verdade, o gene 

homólogo à TOP desse isolado.  

 

 

 

Figura 25 –Identidade (%) e a divergência de metalo-oligopeptidases de 

diferentes origens. Foram analisadas peptidases homólogas à TOP humana de P. 

brasiliensis isolados 01 (Thimet Pb01, EEH41798.1), 03 (Thimet Pb03, 

EEH18209.1), e 18 (anotada como sacarolisina Pb18,EEH47123.1); sacarolisina de 

S. cerevisiae (CAA54039.1); TOP humana (AAH13878.1); neurolisina humana 

(NP_065777.1); Peptidases homólogas à MIP humana de P. brasiliensis isolados 01 

(EEH38189.1), 03 (EEH19367.1) e 18 (EEH47637.1) e OpdA de E. coli 

(NP_417955). 
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Figura 26- Cladograma de diferentes peptidases: Foram analisadas peptidases 

homólogas à TOP humana de P. brasiliensis isolados 01 (Thimet Pb01, 

EEH41798.1), 03 (Thimet Pb03, EEH18209.1), e 18 (denominada sacarolisina Pb18, 

EEH47123.1); sacarolisina de S. cerevisiae (CAA54039.1); TOP humana 

(AAH13878.1); neurolisina humana (NP_065777.1); Peptidases homólogas à MIP 

humana de P. brasiliensis isolados 01 (EEH38189.1), 03 (EEH19367.1) e 18 

(EEH47637.1), MIP humana (NP_005923.2) e OpdA de E. coli (NP_417955). 
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5. Discussão 

 

Oligopeptidases pertencentes à subfamília M3 das metaloproteases 

são importantes em vários processos biológicos e patológicos, e todas elas 

apresentam sítios ativos estruturalmente similares, capazes de clivar 

peptídeos com menos de 17 aminoácidos. Embora mais de 100 sequências 

de peptidases fúngicas pertencentes a essa família estejam relacionadas no 

banco de dados MEROPS, poucas já foram efetivamente isoladas e tiveram 

suas atividades determinadas, com muitas delas sendo identificadas no 

genoma do fungo por homologia a outras peptidases da família.  

Em um ensaio preliminar, observamos a hidrólise de um peptídeo 

análogo à bradicinina, com supressão intramolecular de fluorescência 

hidrolisado pela thimet oligopeptidase (TOP) murina, uma das proteases da 

subfamília M3 e pelo lisado de leveduras de P. brasiliensis. Esse resultado 

nos sugeriu a existência de metalo-oligopeptidases em leveduras de P. 

brasiliensis, e nos levou a estudar melhor essa atividade oligopeptidásica. 

Nossos resultados demonstram a atividade majoritária de uma atividade 

oligopeptidásica no extrato citosólico de leveduras de P. brasiliensis, isolado 

18 (Pb18).  

Avaliando-se a atividade catalítica do lisado de Pb18 sobre vários 

peptídeos com supressão intramolecular de fluorescência (Tabela 2) 

concluiu-se que a atividade peptidásica majoritária presente era muito 

similar à TOP, com ausência de atividade neprilisina- ou neurolisina-like.  A 

atividade catalítica do lisado foi significativamente inibida pelos inibidores 

seletivos ο-fenantrolina e por JA-2 (Tabela 4), o que corrobora uma 

atividade TOP-like (Camargo et al, 1997; Medeiros et al 1997; Oliveira et al, 
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2001a e 2001b; Paschoalin et al 2005 e 2007). Avaliando-se o efeito de 

inibidores seletivos, a presença de serino-peptidases, cisteíno-peptidases, 

neurolisina-like e enzima conversora da angiotensina I foi descartada.  

Nos genomas dos isolados 01, 03 e 18 do P. brasiliensis, foram 

encontradas sequencias de nucleotídeos homólogas às sequencias da TOP e 

da MIP de mamíferos, sugerindo que ambas possam ser expressas pelo 

fungo. Foi demonstrado por Marcondes et al (2009) que MIP humana 

hidrolisa o peptídeo Abz-GFSPFRQ-EDDnp, igualmente à TOP, e não é 

inibida por JA-2, mas é inibida por o-fenantrolina, e não se conhece um 

inibidor seletivo para essa enzima.  

Nossos resultados, embora demonstrem uma atividade majoritária 

TOP-like, não descartam a possibilidade de existir uma atividade minoritária 

MIP-like no extrato citosólico de P. brasiliensis. A inibição pelo JA-2, seletiva 

para a TOP, foi de 90%, enquanto que a inibição por orto-fenantrolina foi de 

100%. Essa atividade residual observada após inibição com JA-2, pode ser 

devida a uma atividade MIP-like, e embora os fragmentos gerados após 

clivagem da bradicinina e do peptídeo Abz-GFSPFRQ-EDDnp sugiram a 

existência de somente uma peptidase com atividade TOP-like, fragmentos 

gerados pela hidrólise de uma peptidase MIP-like poderiam ser mascarados 

por fragmentos gerados majoritariamente pela peptidase TOP-like. 

Na tentativa de determinarmos a existência de uma peptidase com 

atividade MIP-like foi avaliada no extrato citosólico de P. brasiliensis,a 

reatividade de anticorpos policlonais adquiridos comercialmente contra TOP 

e MIP de mamíferos. No extrato citosólico de P. brasiliensis há a presença 

de uma proteína reconhecida tanto por anticorpos anti-MIP como anti-TOP, 

não sendo possível determinar se essa proteína é TOP-like ou MIP-like 
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devido à reatividade cruzada entre esses anticorpos, também 

impossibilitando a determinação de sua localização intracelular. 

A maior atividade enzimática do extrato citosólico comparativamente 

aos outros preparados estudados (membrana/parede celular e lisado total) 

pode indicar uma localização citosólica dessa enzima e foi observado que 

ela não é secretada nas condições estudadas in vitro. 

A oligopeptidase com atividade TOP-like de P. brasiliensis induz a 

produção de anticorpos capazes de inibir a atividade enzimática, que são 

encontrados em soros de pacientes com paracoccidioidomicose, e soros com 

maior título em imunodifusão contém maiores concentrações de anticorpos 

enzima-específicos. Esse resultado sugere que, embora a peptidase com 

atividade TOP-like não seja secretada nas condições de cultivo in vitro, ela 

pode ser secretada in vivo, ou que a lise de leveduras causada pela 

resposta imune do hospedeiro libere a peptidase, possibilitando sua 

localização no microambiente da infecção fúngica.  

A bradicinina (BK) é um peptídeo biologicamente ativo amplamente 

descrito na literatura e alvo de oligopeptidases da família da thimet 

oligopeptidase. BK é gerada pela ação de calicreínas a partir de um 

substrato precursor, o cininogênio e está envolvida em uma série de 

processos fiosiopatológicos 

O substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp é clivado pela TOP na ligação Pro-

Phe (Camargo et al., 1997) e pela MIP (Marcondes et al., 2009) e OpdA, na 

ligação Phe-Ser (Paschoalin et al, 2005). O extrato citosólico de P. 

brasiliensis, clivou este substrato entre a ligação Pro-Phe, semelhante à TOP 

(Figura 4). Já a hidrólise da bradicinina pela TOP e pela MIP ocorre entre 

Phe-Ser, gerando o análogo  BK1-5 (Camargo et al, 1997;Marcondes et al, 
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2009). No nosso estudo verificamos que o extrato citosólico de P. 

brasiliensis clivou a bradicinina nesse mesmo sítio, como demonstrado pela 

formação do fragmento BK1-5 identificado após separação em HPLC e análise 

em espectrometria de massa (Figura 5). 

Como dito acima, a MIP humana cliva a bradicinina no mesmo sítio que 

TOP e neurolisina, dando origem ao fragmento BK1-5. No entanto, o 

substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp é clivado por MIP entre os aminoácidos Phe-

Ser, diferentemente da TOP e neurolisina que clivam o mesmo substrato 

entre os aminoácidos Pro-Phe (Marcondes et al, 2009). Mesmo não 

observando a fragmentação sugestiva da presença de uma atividade MIP-

like no extrato citosólico de P. brasiliensis, não podemos descartar 

completamente essa possibilidade devido à presença majoritária da 

atividade TOP-like que poderia mascarar uma atividade minoritária MIP-like. 

Esses resultados sugerem que a principal atividade observada no extrato 

citosólico de leveduras de P. brasiliensis capaz de hidrolisar bradicinina é 

proveniente de uma peptidase TOP-like, confirmando os resultados 

anteriormente obtidos utilizando substratos e inibidores seletivos. 

 O papel de bradicinina no controle da infecção por Trypanosoma cruzi 

já foi demonstrado Este parasita secreta a cruzipaína, uma cisteíno-

peptidase capaz de gerar cininas a partir de cininogênio acumulado no sítio 

de infecção após recrutamento de células inflamatórias (Monteiro et al, 

2006). Bradicinina funciona então como um “sinal de perigo”, induzindo a 

maturação de células dendríticas levando a uma polarização da resposta 

imune para um perfil Th1, via B2R e de forma dependente de IL-12 

(Scharfstein et al, 2007). Uma enzima capaz de clivar bradicinina, a 
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gingipaína, também foi isolada de Porphyromonas gingivalis (Imamura et al, 

1994). 

A expressão de metalo-oligopeptidases capazes de clivar bradicinina 

por leveduras de P. brasiliensis poderia explicar a longa persistência do 

fungo nos tecidos infectados. Aliberti et al. (2003) relataram que bradicinina 

induz a produção de IL-12 por células dendríticas e esta citocina estimula a 

polarização da resposta imune para um perfil Th1. No caso do P. 

brasiliensis, a produção, eventual secreção ou liberação após lise de 

enzimas TOP-like, poderia bloquear este efeito da bradicinina, constituindo-

se um mecanismo anti-fúngico importante. Portanto, o estudo da atividade 

oligopeptidásica presente no lisado de P. brasiliensis pode levar à 

identificação de moléculas proteicas que possam servir de alvo em terapias 

específicas. Deste modo, a inibição da peptidase in vivo, poderia estimular a 

produção de IL-12 bradicinina-dependente por células dendríticas, o que 

possibilitaria a indução de uma resposta imune mais eficaz contra o fungo. 

Pouco se tem discutido sobre metalo-peptidases fúngicas, sua 

caracterização, atividade e inibição de atividade, o que é de fundamental 

importância na biologia do fungo além de ser um possível alvo de terapias 

antifúngicas. 

 Por mais de 100 anos, os postulados de Henle-Koch serviram como 

ponto de referência para o estabelecimento de evidência que um 

determinado organismo causava a doença clínica associada a ele (Evans, 

1976). Por causa de sua habilidade de co-existir com o hospedeiro como 

comensal (Candida albicans) ou colonizar sem produzir uma doença 

identificável (Aspergillus spp, C. neoformans) ou na incapacidade de 

crescimento do organismo sem componentes do hospedeiro (P. carinii), os 
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fungos patogênicos não poderiam ser classificados de acordo com esses 

critérios (Casadevall & Pirofski, 1999). 

 Falkow, em 1988 adaptou os postulados de Koch para definir fatores 

de virulência com base na biologia molecular, onde a inativação do gene 

alvo atenua a virulência e a restauração da virulência do tipo selvagem com 

a reintrodução do gene alvo. No entanto, estes critérios são baseados 

somente nas propriedades dos microorganismos, não considerando a 

contribuição do ambiente do hospedeiro (Casadevall & Pirofski, 1999, 2001 

e 2009). 

 Com  exceção de algumas espécies de Candida, a maioria dos fungos 

patogênicos sobrevive no meio ambiente sem precisar de um hospedeiro 

humano ou animal como parte de seu ciclo de vida. Características que 

permitem a sobrevivência no meio ambiente, podem se sobrepor àquelas 

que permitem que esses fungos sobrevivam no hospedeiro (humano ou 

animal). Possivelmente em resposta ao desafio de sobreviver em condições 

atípicas e a uma variedade de predadores, esses fungos desenvolveram 

moléculas redundantes associadas à virulência (Feldmesser, 2004). 

 Casadevall e Pirofski (1999; 2003 e 2009) propuseram o “Damage 

Framework” que incorporou esses conceitos na definição de virulência e 

fatores de virulência, onde virulência é definida como a capacidade de um 

microrganismo causar danos a um hospedeiro. O dano pode ocorrer em 

nível celular, tecido ou órgão. 

 Por causa da prova molecular de acordo com o critério de Falkow, 

poucos fatores de virulência clássicos foram definidos para fungos 

patogênicos. O desenvolvimento de ferramentas genéticas necessárias para 
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a demonstração de virulência em fungos como o P. brasiliensis ainda se 

encontra nas fases iniciais. 

 Alguns candidatos a fator de virulência em P. brasiliensis são: 

melanina (Taborda et al, 2008), CBP – proteína ligante de cálcio e alfa-

(1,3)-glucana, urease e catalases, as três primeiras presentes em EST de P. 

brasiliensis e a última já caracterizada e considerada fator de virulência em 

Histoplasma capsulatum (Rappleye et al, 2006; Campos et al, 2005; 

Moreira et al, 2004). Além desses fatores, são ainda citadas as adesinas 

(Barbosa et al, 2006), a gp43, com resultados ainda contraditórios (Popi et 

al, 2002 e Hanna et al, 2002), gp70 (de Mattos Grosso et al, 2003), serino-

protease (Carmona et al, 1995; Puccia et al, 1998) e redutase férrica 

dependente de glutationa (Zarnowski et al, 2005). 

 Neste estudo, observamos que o gene da peptidase homóloga à TOP 

de mamíferos contido no genoma de P. brasiliensis é quase duas vezes mais 

expresso no isolado 18 virulento (Pb18) em comparação ao não virulento. O 

aumento da hidrólise do substrato Abz-GFSPFRQ-EDDnp também foi 

observado no isolado de maior virulência quando comparado ao de menor 

virulência. Estes resultados preliminares são sugestivos para uma 

classificação da metalo-oligopeptidase com atividade TOP-like presente em 

leveduras de P. brasiliensis como um fator de virulência, no entanto, como 

discutido acima, este resultado necessita de experimentos adicionais para 

sua confirmação. 

 Durante os ensaios de expressão gênica, pudemos observar também 

que o gene da gp43 apresenta variação de expressão quando se compara o 

isolado virulento (até treze vezes mais expresso) e não virulento. Para 

melhor caracterização dessas metalo-oligopeptidases é necessária a 
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obtenção da proteína purificada recombinante, ou nativa, isolada do lisado 

fúngico. Não obtivemos sucesso na expressão das proteínas recombinantes, 

talvez por causa do tamanho (78-85 kDa) ou o sistema de expressão 

utilizado. Uma alternativa seria o sistema de expressão eucariótica. A 

obtenção da proteína purificada por cromatografia de afinidade oriunda do 

lisado fúngico ainda não foi possível, sendo necessária ainda a padronização 

da purificação assim como experimentos posteriores (como 

immunoblotting) para confirmar a obtenção da proteína e se necessário, a 

utilização de outras colunas cromatográficas para complementar a 

purificação da metalopeptidase alvo. 

Quando analisamos filogeneticamente metalo-peptidases fúngicas, de 

mamíferos e bacterianas, foi possível observar dois grupos distintos: um 

grupo com as metalo-peptidases homólogas à MIP de mamíferos presentes 

nos isolados de P. brasiliensis e outro grupo com metalo-peptidases TOP-

like fúngicas, bacteriana e humanas. Neste segundo grupo, foi possível 

observar que embora com denominações diferentes, o alinhamento das 

metalo-peptidases do isolado 01 e 03 de P. brasiliensis (denominadas como 

TOP no genoma dos fungos) e do isolado 18 (denominada sacarolisina 

nesse isolado), apresentam uma identidade superior a 90%. Entre o isolado 

03 e 18, essa identidade ultrapassa 99%, o que sugere uma divergência na 

anotação e a metalo-peptidase do isolado 18 denominada sacarolisina pode 

ser o gene homólogo da TOP nesse isolado, como anotado para os outros 

dois isolados. 
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6. Conclusões 

 
 
 Neste trabalho foi identificada e caracterizada a atividade majoritária 

de uma enzima com atividade metalo-oligopeptidásica TOP-like no extrato 

citosólico, mas não nos preparados de membrana/parede celular, de P. 

brasiliensis isolado 18. 

 Os ensaios de clivagem de peptídeos com supressão intramolecular 

de fluorescência e a utilização de inibidores seletivos sugeriram a presença 

de atividade metalo-oligopeptidase TOP-like. Essa enzima cliva bradicinina, 

importante mediador inflamatório in vivo, no mesmo sítio de clivagem que a 

TOP de mamíferos, corroborando a presença majoritária de uma peptidase 

com atividade TOP-like em P. brasiliensis.  

A atividade peptidásica TOP-like não foi detectada no sobrenadante 

de cultura, mesmo com os diferentes protocolos utilizados, sugerindo que 

nas condições de cultivo in vitro essa peptidase não seja secretada pelo 

fungo. No entanto, nossos resultados sugerem que essa peptidase possa ser 

liberada in vivo por secreção ou por lise das leveduras infectantes, uma vez 

que anticorpos capazes de inibir a atividade enzimática são encontrados em 

soros de pacientes com paracoccidioidomicose, e soros com maior título em 

imunodifusão contém maiores concentrações de anticorpos enzima-

específicos.  

Embora nossos resultados indiquem a presença majoritária de uma 

metalo-oligopeptidase com atividade TOP-like no extrato citosólico de P. 

brasiliensis, não podemos descartar a presença minoritária de uma 

peptidase com atividade MIP-like, já que essas enzimas hidrolisam os 

mesmos peptídeos, e genes homólogos para ambas foram descritos no 

genoma do fungo. Anticorpos comerciais (anti-TOP e anti-MIP de 
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mamíferos) reconheceram e foram capazes de inibir a atividade observada 

no extrato citosólico de P. brasiliensis, mas esses anticorpos apresentaram 

reação cruzada entre si, o que não permitiu a identificação de uma 

atividade MIP-like. 

O isolado Pb18 mais virulento apresentou uma maior atividade dessa 

enzima metalo-oligopeptidásica TOP-like que o isolado menos virulento, 

como observado em ensaio de hidrólise do peptídeo Abz-GFSPFRQ-EDDnp. 

Um aumento da expressão do gene do P. brasiliensis homólogo à TOP de 

mamíferos também pode ser observado ao compararmos o isolado virulento 

e o não virulento, sugerindo uma possível relação entre expressão da 

peptidase com a virulência do fungo.  

Foi também observado que gp43 é mais expressa nos isolados mais 

virulentos do que nos de menor virulência e o gene de MIP é um excelente 

controle endógeno para ser utilizado em reações de qPCR como calibrador. 

Não foi possível obter as metalo-oligopeptidases recombinantes 

(homólogos de TOP e MIP) do P. brasiliensis, mesmo utilizando diferentes 

protocolos, ou a oligopeptidase nativa com atividade TOP-like por 

cromatografia de afinidade e/ou gel filtração. A obtenção das 

metalopeptidases é importante para melhor estudar o papel das mesmas in 

vitro ou in vivo. 

Estudos filogenéticos mostraram que a enzima depositada como 

sacarolisina no genoma do isolado Pb18, na verdade apresenta mais de 

90% de identidade com as enzimas depositadas como homólogas da thimet 

oligopeptidase nos genomas dos isolados 01 e 03. O alinhamento dessas 

sequências com a sequência da sacarolisina de S. cerevisiae mostrou que 

elas estão distantes. 
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Esse resultado sugere que o gene denominado como “sacarolisina” na 

biblioteca de cDNA do isolado 18 do P. brasiliensis pode ser na verdade, o 

gene homólogo da TOP de mamíferos desse isolado. 
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