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RESUMO

Paracoccidioidomicose (PCM) ¢é wuma micose sistémica causada por
Paracoccidioides brasiliensis. E considerada a micose sistémica de maior
prevaléncia na América do Sul, principalmente no Brasil, o qual apresenta o maior
numero de casos. A glicoproteina de 43 kDa, gp43, € o principal antigeno utilizado
no diagnostico e epidemiologia da PCM. O objetivo deste trabalho foi produzir gp43
recombinante na forma soluvel para utilizagdo no diagnéstico de PCM humana. Para
a producao da proteina recombinante, primeiramente o gene gp43 foi clonado em
vetor de expressao pETTEV. Algumas construgdes do gene neste vetor foram feitas
com a finalidade de obter melhor expressao e solubilidade da proteina. Para isso,
foram realizadas estratégias para dele¢cado de 20 aminoacidos das regides N-terminal
e/ou C-terminal. A proteina, com delecdo na regiao N-terminal (gp43ANt), foi
produzida em E. coli BL21 e purificada por cromatografia de afinidade. Sua
reatividade foi avaliada empregando-se soros de pacientes com PCM. A gp43ANt,
apesar de ter sido obtida na forma insoluvel, apresentou semelhancas em relagao a
gp43 nativa e foi reconhecida por soros de pacientes com PCM nos testes de ELISA
indireto, Western blot e dot blot. Os melhores resultados foram observados quando
utiizada em dot blot, apresentando 100% de correlagio com o teste de
Imunodifusdo Radial Dupla (IDRD) que € o método mais usado no diagnéstico da
micose. Portanto, o teste de dot blot com gp43ANt pode ser util no diagndstico da
PCM em humanos.

Palavras-chaves: Paracoccidioides brasiliensis. Paracoccidioidomicose humana.
gp43 recombinante.



ASSUNCAO, T. R. S. Development of method for diagnosis of human
paracoccidioidomycosis using recombinant antigen of Paracoccidioides
brasiliensis. 2012. 60 p. Dissertacdo (Mestrado em Patologia Experimental) —
Centro de Ciéncias Biologicas, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis caused by Paracoccidioides
brasiliensis. 1t is considered the most prevalent systemic mycosis in South America,
mainly in Brazil, which presents the largest number of cases. The 43 kDa
glycoprotein, gp43, is the main antigen used for diagnosis and epidemiology of PCM.
The objective of this work was the production of the recombinant gp43 in soluble
form for use in the diagnosis of human PCM. For the production of recombinant
protein, first the gp43 gene was cloned in pETTEV expression vector. Some gene
constructs in this vector were made in order to obtain better expression and solubility
of protein. For this, were carried out strategies for deletion of 20 amino-acid in the N-
terminal and/or C-terminal regions. The protein, with deletion in N-terminal
(gp43ANt), was produced at E. coli BL21 and purified by affinity chromatography. Its
reactivity was evaluated using sera from patients with PCM. The gp43ANt, despite
having been obtained in insoluble form, showed similarities with native gp43 and
was recognized by sera from patients with PCM in indirect ELISA test, Western blot
and dot blot. The best results were observed when used in dot blot, presenting 100%
of correlation with the double radial immunodiffusion test (IDRD), which is the widely
used method in the diagnosis of this mycosis. Therefore, dot blot wiht gp43ANt may
be useful for PCM diagnosis in humans.

Keywords: Paracoccidioides  brasiliensis. Human paracoccidioidomycosis.
Recombinant gp43.
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1 INTRODUGAO

1.1 Paracoccidioides brasiliensis E APARACOCCIDIOIDOMICOSE

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica de
natureza granulomatosa e evolugdo crbnica, causada pelo fungo dimorfico
Paracoccidioides brasiliensis (Diniz et al., 2002). E uma das mais prevalentes
micoses sistémicas da América Latina, acometendo principalmente trabalhadores
rurais do sexo masculino (Puccia et al., 1986; Brummer, Castaneda e Restrepo,
1993). No Brasil, entre os anos de 1980 a 1995, a PCM foi considerada a oitava
causa de mortes por doenca crénica entre as doencgas infecciosas ou parasitarias e
as regides com maior prevaléncia foram as regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste
(Coutinho et al., 2002).

O dimorfismo do P. brasiliensis € termodependente, apresentando-
se na forma de micélio a 25°C e na forma de levedura quando cultivado a 37°C ou
nos tecidos do hospedeiro (Brummer, Castaneda e Restrepo, 1993). Essa transigao
para a forma de levedura no hospedeiro é essencial tanto para a sobrevivéncia do
patdgeno como para a invasao tecidual (Franco, 1986; San-Blas e Nind-Vega,
2008).

Acredita-se que o habitat natural do P. brasiliensis seja o solo
(Restrepo, 1985) e que a infeccdo ocorra através da inalagdo de propagulos do
fungo (Franco, 1986; Camargo e Franco, 2000). Existem poucos isolados do fungo
obtidos a partir do solo (Negroni, 1966; Albornoz, 1971; Silva-Vergara et al., 1998) e
varias tentativas de isolamento ndo foram bem sucedidas. Ono e colaboradores
(2002) observaram que agrotéxicos como fungicidas, inseticidas e herbicidas inibem
o crescimento de P. brasiliensis “in vitro” de forma dose-dependente e que
possivelmente esse seja um dos fatores que dificultam o seu isolamento a partir de
amostras de solo.

Na maioria dos casos a infeccdo apresenta-se assintomatica, porém
alguns pacientes desenvolvem sinais e sintomas da doenga resultando na forma
aguda ou subaguda (forma clinica presente na crianga e no adolescente) ou mais
frequentemente, na forma crénica (forma clinica do adulto) (Shikanai-Yasuda et al.,
2006).
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As manifestacgdes clinicas da PCM vao desde lesdes localizadas em
pulmao, pele, mucosa oral, faringe e/ou laringe, a lesdes mais graves em outros
orgaos resultantes da disseminacgao via circulagdo sanguinea e linfatica (Diniz et al.,
2002). Ocorre associagao com tuberculose em 5,5 a 25% dos casos de PCM,
induzindo ao erro no diagndstico e na conduta terapéutica (Paniago et al., 2003;
Bittencourt, Oliveira e Coutinho, 2005; Quagliato et al.,, 2007). Além disso, é
necessario um diagnostico diferencial da PCM com varias outras doengas como
histoplasmose, sarcoidose, coccidioidomicose, doengca de Hansen e linfomas
(Bittencourt, Oliveira e Coutinho, 2005).

O diagnéstico definitivo da PCM é obtido por meio da identificagao
do fungo em espécimes clinicos, como escarro, raspado de lesdes cutaneas e de
mucosas, aspirado ganglionar ou de material obtido por broncoscopia (Camargo e
Franco, 2000; Wanke e Aidé, 2009). A cultura também pode ser util, no entanto o
resultado demora semanas (Wanke e Aidé, 2009). Os testes soroldgicos, por outro
lado, fornecem resultados rapidos e constituem uma importante ferramenta no
diagndstico da PCM (Camargo et al., 1988).

Pacientes com a forma clinica grave de PCM apresentam deficiéncia
na resposta imune celular ao P. brasiliensis. O fungo cresce em grande quantidade,
aumentando a carga antigénica e a resposta humoral contra os antigenos do fungo,
demonstrando correlagédo direta entre resultado sorolégico e gravidade da doenca
(Franco, 1986; Del Negro et al., 2000; Diniz et al., 2002). Os testes sorolégicos,
portanto, sdo uteis ndo somente no diagndstico da PCM, mas também no
acompanhamento dos pacientes em tratamento (Puccia et al., 1986; Diniz et al.,
2002).

A maioria dos ensaios soroldégicos empregam antigenos brutos
obtidos a partir de filtrados de cultura do fungo (Camargo et al., 1988; Taborda e
Camargo, 1994), que podem conter componentes comuns a outros fungos e
apresentar reagdes cruzadas com outras micoses como histoplasmose, candidiase e
doenga de Jorge Lobo (Puccia e Travassos, 1991; Taborda e Camargo, 1994;
Camargo e Franco, 2000). Além disso, diferengcas em relagdo ao meio de cultura
utilizado, cepa do fungo, quantidade de in6culo e tempo de incubagao (Puccia et al.,
1986) dificultam a padronizagdo na produgdo desses antigenos (Camargo et al.,
1988; Taborda e Camargo, 1994; Camargo e Franco, 2000).
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O principal componente do exoantigeno de P. brasiliensis, uma
glicoproteina de 43 kDa (gp43), foi descrito por Puccia e colaboradores em 1986. A
gp43 pode ser isolada a partir do sobrenadante da cultura do fungo através de
cromatografia de afinidade (Puccia e Travassos, 1991) e tem sido empregada em
varios testes soroldgicos para o diagnoéstico e estudo epidemiolégico da PCM
(Puccia et al.,, 1986; Costa et al., 2010). Com o tratamento eficaz observa-se
reducao nos niveis de anticorpos anti-gp43 e restauragdo da imunidade celular do
paciente (Mendes-Giannini et al., 1990).

A gp43 é reconhecida pela maioria dos soros de pacientes com PCM
(Taborda e Camargo, 1994), porém também pode apresentar reatividade cruzada
em testes que utilizam o antigeno imobilizado como o ELISA, provavelmente devido
a presenca de residuos de galactofuranose na porgdo terminal da cadeia
oligossacaridica (Puccia e Travassos, 1991).

Tentativas em extinguir reacdo cruzada através de tratamento da
gp43 com metaperiodato de sodio para eliminar a porgéo carboidrato e processos de
adsor¢cao de soro com antigenos de H. capsulatum ou C. albicans, ndo foram
eficazes, demonstrando a dificuldade em obter um teste especifico e definitivo no
diagnostico da PCM (Albuquerque, Silva e Camargo, 2005).

Nas ultimas décadas varios estudos foram realizados para obtencéo
de antigenos mais sensiveis e especificos para utilizagdo no diagndstico sorolégico
da PCM (Blumer, Jalbert e Kaufman, 1984; Restrepo, Cano e Ochoa, 1984;
Camargo et al., 1988). Com o objetivo de eliminar reacdes cruzadas, pesquisadores
tém utilizado técnicas de biologia molecular para produgdo de antigenos
recombinantes, entre eles a gp43 (Taba et al., 1989; Cisalpino et al., 1996; Diniz et
al., 2002; Carvalho et al., 2008). Tais antigenos podem ser produzidos em grande
quantidade, facilitando o processo de padronizacado e reduzindo reagdes-cruzadas,
uma vez que proteinas recombinantes expressas em bactérias ndo apresentam a
porcao carboidrato (Diniz et al., 2002).

A primeira tentativa em expressar a gp43 recombinante foi descrita
por Taba e colaboradores (1989), que demonstraram o reconhecimento do antigeno
recombinante por soros de pacientes com PCM. Cisalpino e colaboradores (1996)
caracterizaram a sequéncia completa do gene que codifica a gp43. No mesmo
estudo, foi clonada a porcéo interna e a regido C-terminal da gp43 em Escherichia

coli e observou-se reagao da proteina obtida com soro de pacientes com PCM no
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teste de immunoblot. Além disso, anticorpo de coelho anti-gp43 recombinante
reconheceu o antigeno nativo obtido de filtrado de cultura de P. brasiliensis no teste
de immunoblot.

Diniz e colaboradores (2002) analisaram por immunoblot a
reatividade da gp43 recombinante processada (retirando-se 35 aminoacidos da
porcao N-terminal) e dos fragmentos das regides C-terminal, interna e N-terminal
expressos em E. coli. Apesar de a proteina estar na forma insoluvel, todos os soros
de pacientes com PCM testados reconheceram a gp43 recombinante processada e
entre os fragmentos avaliados, o fragmento C-terminal foi o mais antigénico. A baixa
reatividade dos soros em relagdo aos fragmentos ocorreu provavelmente devido a
perda de epitopos conformacionais, os quais sdo reconhecidos pelo soro humano
(Puccia e Travassos, 1991). Além disso, nédo foi observada reagao cruzada da gp43
recombinante com soros de pacientes com aspergilose, candidiase e histoplasmose.

Carvalho e colaboradores (2008) compararam a gp43 recombinante
soluvel expressa em Pichia pastoris com gp43 nativa nos testes de imunodifuséo e
dot blot. A proteina, que apresentou-se glicosilada, demonstrou ser especifica para
PCM no teste de imunodifusdo, porém em dot blot s6 foi alcancada 100% de
especificidade apds tratamento com metaperiodato ou através de deglicosilacédo

enzimatica.

1.2 PARACOCCIDIOIDOMICOSE EM HUMANOS

Os primeiros casos de PCM humana foram descritos em 1908 por
Adolfo Lutz, relatando dois casos de pacientes que apresentavam lesdes
nasofaringeas (Lutz, 1908). Estima-se que cerca de 10 milhdes de pessoas estejam
infectadas com P. brasiliensis em areas endémicas na América Latina e que 2%
destas podem vir a desenvolver a doenca (McEwen et al., 1995).

Cerca de 90% dos casos de PCM ocorrem em homens e a faixa
etaria mais acometida situa-se entre 30 e 50 anos de idade. Os individuos
acometidos pela doenga normalmente encontram-se na fase mais produtiva da vida,
levando a um impacto social e econémico (Shikanai-Yasuda et al., 2006). A micose
€ pouco frequente abaixo dos 14 anos de idade, ndo existindo predominio de sexo

neste grupo (Paniago et al., 2003).
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Experimentos “in vitro” demonstraram que o horménio beta-estradiol
presente em mulheres adultas retarda ou inibe especificamente a transicao da fase
micelial infectante para a fase leveduriforme impedindo a adaptagdo do fungo nos
tecidos do hospedeiro (Brummer, Castaneda e Restrepo, 1993).

A PCM é endémica em populagdes da zona rural e a maioria dos
pacientes exerceu atividade agricola nas duas primeiras décadas de vida (Shikanai-
Yasuda et al., 2006; Wanke e Aidé, 2009). Trabalhadores rurais normalmente
possuem baixo nivel socioecondbmico e geralmente sdo tabagistas e etilistas
cronicos (Camargo e Franco, 2000). Estudos demonstraram que o tabagismo e
alcoolismo representam fatores de risco para o desenvolvimento da micose, pois
interferem na formagéao de granulomas e nos mecanismos de defesa do hospedeiro
(Martinez e Moya, 1992; Santos et al., 2003).

A PCM recebeu varios sinbnimos como blastomicose, blastomicose
sul-americana e blastomicose brasileira (Franco et al., 2006). O termo PCM foi
recomendado e adotado em 1971 (Pan-American Health Organization, 1974),
deixando a denominagdo blastomicose limitada a infecgdo causada pelo fungo
Blastomyces dermatitidis, endémico na América do Norte e em varios paises
africanos, o qual nao foi relatado até o momento no Brasil. Apesar disso, cerca de
46% da mortalidade relatada no pais por P. brasiliensis entre 1980 e 1995 foram
registrados sob o termo blastomicose (Coutinho et al., 2002).

A classificagdo da PCM utilizada atualmente foi estabelecida pelo
Consenso Brasileiro em paracoccidioidomicose (2006) a partir de modificagdes do
Coldquio Internacional em paracoccidioidomicose realizado em 1986 (Franco, 1986).
A classificagdo baseia-se nos dados clinicos e na historia natural da doencga
(Shikanai-Yasuda et al., 2006).

Apenas uma parcela muito pequena dos individuos expostos ao P.
brasiliensis desenvolvem manifestagdes clinicas da doenga. Na maioria dos casos, o
fungo pode permanecer em focos quiescentes por décadas ou ser eliminado pelo
hospedeiro (Franco, 1986). A PCM-infeccdo, como é denominada, acomete
individuos de ambos os sexos, aparentemente sadios, que residem ou residiram em
areas endémicas e que apresentam reacao intradérmica positiva a paracoccidioidina
(Franco, 1986; Brummer, Castaneda e Restrepo, 1993; Shikanai-Yasuda et al.,
2006).
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A PCM-doenca pode ser subdividida em forma aguda e forma
cronica. A forma aguda representa 3 a 5% dos casos e ocorre principalmente em
criangas e adolescentes de ambos os sexos (Shikanai-Yasuda et al., 2006). E a
forma mais grave de PCM, apresenta rapida progressdo e disseminagao pelo
sistema linfatico levando a linfadenopatia e, nos casos mais graves, intensa
hepatoesplenomegalia e dano em outros 6rgédos (Diniz et al., 2002). E raro o
comprometimento pulmonar (Shikanai-Yasuda et al., 2006).

A forma crénica é a forma mais comum de PCM-doenca e acomete
sobretudo homens adultos (Diniz et al., 2002). Apresenta-se na maioria dos casos
localizada a apenas um 6rgao, geralmente nos pulmdes (forma localizada ou
unifocal), porém pode disseminar-se por via linfatica ou sangulinea para 6rgéos
extrapulmonares caracterizando a forma disseminada ou multifocal (Shikanai-
Yasuda et al., 2006).

A PCM é uma doenca granulomatosa cronica que leva a fibrose
mesmo com o tratamento adequado. Trata-se da forma residual ou sequelar da
doenga sendo o pulméo o 6rgao mais afetado. Fibrose pulmonar foi observada em
cerca de 50% dos pacientes com infecgao crénica nos pulmdes evoluindo em alguns
casos para doenga pulmonar obstrutiva crénica. Outras manifestacbes cicatriciais
também foram descritas em gléandula adrenal, sistema nervoso central, mucosas e
pele (Brummer, Castaneda e Restrepo, 1993; Santos et al., 2003; Shikanai-Yasuda
et al., 2006).

Por ser uma doenca sem notificagdo compulséria no Brasil, ndo
existem dados precisos sobre a incidéncia de PCM (Wanke e Aidé, 2009), porém, de
acordo com inquéritos epidemioldgicos e relatos de casos, acredita-se que a
incidéncia anual em zonas rurais endémicas varie de 3 a 4 novos casos/1.000.000
de habitantes até 1 a 3 novos casos/100.000 habitantes (Shikanai-Yasuda et al.,
2006).

A PCM foi responsavel por 3.181 ébitos no Brasil entre 1980 e 1995
apresentando média anual de 198,81 mortes. A taxa de mortalidade por milhdo de
habitantes no mesmo periodo foi de 1,45 casos, superando doencas como
criptococose (0,33 casos por milhdo de habitantes), pneumocitose (0,13 casos por
milhdo de habitantes) e histoplasmose (0,04 casos por milhdo de habitantes). Neste
periodo, a PCM destacou-se como oitava causa de mortalidade por doenca

predominantemente cronica ou repetitiva entre as doencgas infecciosas e parasitarias
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e a mais alta taxa de mortalidade entre as micoses sistémicas (Coutinho et al.,
2002).

Bittencourt, Oliveira e Coutinho (2005) observaram que 85% dos
casos de o6bito por PCM no estado do Parana ocorreram em pacientes do sexo
masculino com maior prevaléncia entre 30 e 59 anos de idade, corroborando com
dados descritos na literatura sobre os casos de PCM no Brasil (Coutinho et al., 2002;
Blotta et al., 1999).

No mesmo estudo, Bittencourt, Oliveira e Coutinho (2005) relataram
que no estado do Parana entre os anos de 1980 e 1998, 62,8% dos individuos que
vieram a ébito por PCM possuiam uma profissédo definida e destes, 67,9% eram
trabalhadores rurais. A atividade agricola € a profissdo predominante entre os
individuos que adquiriram e foram a 6bito por PCM (Bittencourt, Oliveira e Coutinho,
2005; Blotta et al., 1999).

Sendo assim, a PCM representa um importante problema de saude
publica devido a quantidade de mortes prematuras que provoca, principalmente em
trabalhadores rurais, e também devido ao seu alto potencial incapacitante (Shikanai-
Yasuda et al., 2006; Wanke e Aidé, 2009). Além disso, a falta de programas de
controle ou de padronizagao no diagnostico de PCM no pais (Coutinho et al., 2002),
aliados a deficiéncias de acesso e suporte da rede de servigos de saude contribuem

para um diagnéstico tardio (Shikanai-Yasuda et al., 2006).

1.3 PROTEINAS RECOMBINANTES

Proteinas puras, soluveis e funcionalmente ativas sdo de grande
importancia na biotecnologia moderna para fins cientificos, terapéuticos ou
comerciais (Baneyx e Mujacic, 2004; Sorensen e Mortensen, 2005). Fontes naturais
de proteinas sao de dificil obtengdo em uma quantidade adequada para uso. Sendo
assim a tecnologia recombinante é frequentemente o método de escolha para
obtencao de proteinas em grande escala (Yokoyama, 2003; Sorensen e Mortensen,
2005).

A bactéria Escherichia coli é o organismo mais utilizado para
expressao de proteinas heterdlogas por ser um sistema de expresséao relativamente

simples, barato, facilmente cultivavel em fontes econdbmicas de carbono, de
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crescimento rapido e seu genoma e vias metabdlicas sdo bem conhecidos (Baneyx
e Mujacic, 2004; Cornvik et al., 2006; Sorensen e Mortensen, 2005).

No entanto, essa estratégia nem sempre é bem-sucedida e a
expressdo de proteinas eucaridticas em E. coli pode resultar em acumulo de
proteinas-alvo em agregados insoluveis conhecidos como corpos de inclusdo. Tais
agregados protéicos sao formados principalmente por proteinas desdobradas ou
dobradas incorretamente, incapazes em atingir sua conformacdo nativa e que
interagem entre si por ligagdes hidrofobicas (Middelberg, 2002; Yokoyama, 2003;
Gasser et al., 2008).

A expressao de proteina recombinante em grande quantidade em E.
coli resulta em consumo excessivo de chaperonas, moléculas modulatorias que
auxiliam o dobramento correto da proteina sintetizada ou que previnem sua
agregacao, levando a deposicdo na forma de agregados insoluveis (Carrio e
Villaverde, 2002; Gasser et al., 2008). Além disso, a bactéria nado possui
mecanismos que permitem todas as modificagdes pos-traducionais necessarias para
o dobramento correto da proteina, o que também contribui na formacéo de corpos
de inclusao (Baneyx e Mujacic, 2004).

Para isolamento da proteina produzida, esses agregados protéicos
devem ser solubilizados utilizando-se altas concentracdes de agentes desnaturantes
apo6s rompimento prévio das células bacterianas por sonicagdo. Os agentes
desnaturantes mais utilizados sdao a uréia e guanidina hidroclorada, a qual foi
empregada nos protocolos neste estudo (Vallejo e Rinas, 2004).

Os corpos de inclusdo s&o formados principalmente por proteina
alvo, mas também contém contaminantes como proteinas de membrana,
componentes ribossomais e pequena quantidade de fosfolipidios e acidos nucléicos
(Baneyx e Mujacic, 2004). Sendo assim, recomenda-se que a proteina seja
submetida a processos de purificagdo apds seu isolamento (Vallejo e Rinas, 2004).

Varias tentativas tém sido descritas na literatura com a finalidade de
transformar proteinas insoluveis em fragbes citoplasmaticas soluveis (Middelberg,
2002; Sorensen e Mortensen, 2005). Apesar de n&o existir um método universal de
redobramento de proteinas purificadas a partir de corpos de inclusao, os processos
mais utilizados sdo dialise, sistemas de diafiltracdo e métodos de cromatografia para
remogao do agente desnaturante ou diluicdo direta em tampdes de redobramento

que permitem a formacao da estrutura nativa da proteina (Vallejo e Rinas, 2004). No
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entanto, trata-se de processos empiricos e apresentam baixo rendimento (Carrio e
Villaverde, 2002; Sorensen e Mortensen, 2005).

Outra alternativa consiste no desenvolvimento de novas estratégias
para expressao de proteinas na forma soluvel. Os mais empregados s&o cultivo dos
clones positivos em temperaturas mais baixas, utilizacdo de outras cepas de E. coli
competente que melhora a expressdo de proteina soluvel e alteragdes no pH do
meio de cultivo (Sorensen e Mortensen, 2005).

Em um estudo realizado anteriormente em nosso laboratério, mesmo
com reducdo da temperatura de inducgao, utilizagdo de outras cepas de célula
competente e variagdes nas concentragdes de agente indutor nao foi possivel obter
a expressédo de gp43 soluvel (Borges, 2011).

Cornvik e colaboradores (2006) obtiveram com sucesso a expressao
de proteinas na forma soluvel ao retirar a por¢cao N-terminal de proteinas
consideradas dificeis de expressar. Esses autores sugeriram que o0 mesmo pode ser
realizado com a porgédo C-terminal ou empregar delegdo combinada de N-terminal e
C-terminal para o mesmo objetivo.

Sendo assim, neste estudo foi utilizada a gp43 com suas
extremidades truncadas, retirando-se 20 aminoacidos das regides N e/ou C-
terminais, na tentativa de obté-la na forma soluvel, facilitando a purificagcdo e

otimizagcdo no emprego em testes soroldgicos para o diagnéstico da PCM.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir antigeno de P. brasiliensis recombinante rgp43 para

utilizagao no imunodiagndstico de PCM humana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Clonar gp43 em vetor de expressao de E. coli
e Produzir e purificar a gp43 recombinante na forma soluvel em E. coli
e Caracterizar a gp43 recombinante por Western blot, dot blot e ELISA indireto

¢ Analisar a reatividade de soros de individuos soropositivos e soronegativos para

PCM com gp43 nativa e recombinante.



3 MATERIAIS E METODOS
3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Figura 1 -
{_
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3.2 OBTENGCAO DE AMOSTRAS DE SOROS HUMANOS

Os soros humanos utilizados neste trabalho foram provenientes de
pacientes suspeitos ou em tratamento para PCM, atendidos no Hospital Universitario
de Londrina — UEL, totalizando 89 amostras de soros de 64 pacientes diferentes (77
amostras negativas e 12 positivas pela Imunodifusdo Radial Dupla - IDRD). Todas
as amostras foram previamente submetidas ao teste de IDRD com exoantigeno de
P. brasiliensis, que € o método sorologico utilizado pelo Laboratério de Imunologia
Clinica (HU — UEL). Para controle negativo foram coletadas também amostras de
sangue de individuos soronegativos para PCM (alunos e funcionarios da UEL).

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

Envolvendo Seres Humanos da UEL (Parecer da aprovacéo n°® 114/10, 21/07/2010).

3.3  OBTENCAO DE ANTIGENOS DE P. Brasiliensis

3.3.1 Produgao de Exoantigeno de P. Brasiliensis

A obtencdo de exoantigeno P. brasiliensis foi realizada conforme
descrito por Camargo e colaboradores (2003) com algumas modificagdes. Células
de P. brasiliensis (cepa B-339, gentiimente cedida pelo prof. Dr. Zoilo Pires de
Camargo, Unifesp, SP) cultivadas em meio Sabouraud (Neogen) por 7 dias, a 37°C,
foram inoculadas em 50 mL de meio YPD (extrato de levedura 1%, peptona 2%,
dextrose 2%), sob agitacao a 80rpm, a 37°C, durante 3 dias. Apds esse periodo, a
cultura foi transferida para 250 mL de meio YPD e mantida sob agitagdo a 80rpm,
37°C por 7 dias. O fungo foi inativado com solugéo de Timerosal 0,02% e a cultura
foi filtrada. O sobrenadante foi liofilizado, dialisado contra agua destilada e tampéo

PBS e a quantidade de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976).
3.3.2 Obtencao de gp43 Nativa
A proteina gp43 nativa foi purificada a partir da aplicagdo de

exoantigeno de P. brasiliensis em coluna de afinidade acoplada com anticorpos

monoclonais anti-gp43.
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3.4 CLONAGEM DO GENE gp43 TRUNCADO EM VETOR DE EXPRESSAO DE E.coli

Na tentativa de obter a proteina recombinante na forma soluvel, a
gp43 recombinante (rgp43) foi produzida de forma truncada na extremidade N-
terminal e/ou na extremidade C-terminal (gp43ANt, gp43ANCt e gp43ACt
respectivamente) retirando-se 20 aminoacidos de cada regido (figura 2). Até o
momento obtivemos resultados satisfatérios apenas com a construcdo gp43ANt,

portanto, os dados apresentados referem-se a essa construgao.

Figura2 - Esquema da estratégia de clonagem utilizada.
N-terminal C-terminal

I ¢
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Foram retirados 20 aminoacidos das regides N e/ou C-terminais dando origem as construgdes de
gp43 com as extremidades truncadas, as quais denominamos gp43ANt, gp43ANCt e gp43ACt
respectivamente.

O fragmento de gp43 truncada na regido N-terminal foi obtido e
amplificado através da reagcao de PCR, utilizando-se oligonucleotideos iniciadores
(primers) especificos construidos a partir da sequéncia nucleotidica do gene gp43 do
banco de dados (GenBank, cddigo de acesso AY005437). O primer foward (gp43
ANt-F) utilizado possui a seguinte sequencia 5-
GCTAGCTAGCGCATCCGCATCATCTCACGTC-3 apresentando sitio de
recombinagdo para a enzima de restricdo Nhel destacada em negrito na
extremidade 5 e o] primer reverse gp43Rev. (5-
CGCGAATTCTCACCTGCATCCACCATAC-3’) com sito de restricdo para a enzima
EcoRI (em negrito).

A reacao de PCR foi realizada empregando-se como molde a
construgdo do gene gp43 no vetor pcDNA3.1 (Petroni, 2009). A reacédo de

amplificagéo foi conduzida em um volume final de 25 L, utilizando uma unidade da
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enzima taq DNA polimerase® 5U/ul (Invitrogen), 20pmols de cada primer, 0,2mM de
desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTPs), 2,5mM de MgCl, e tampao da PCR
1X (20mM Tris-HCI pH 8,4, 50mM KCI) em Termociclador Biocycler Peltier Thermal
Cycler nas seguintes condi¢des: 94°C por 4 min, seguido de 35 ciclos de 1 min a
94°C, 1 min a 55°C e 1 min a 72°C, finalizando com extensao realizada a 72°C por 7
min.

Uma aliquota (5 pL) do fragmento amplificado foi entdo analisada
por eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) preparado em tampao TEB 1X (89mM
Tris-base pH 8,2, 89mM acido bdrico, 2,5mM EDTA) e SYBR® Safe DNA Gel Stain
1X (Invitrogen) para verificar a qualidade da reacdo, sendo posteriormente
observado sob luz UV utilizando o transluminador Safe Imager™ Invitrogen.

O produto de PCR foi precipitado com 1/10 do volume de NaCl 5M e
2 volumes de Etanol 100% gelado a -20°C e clivado com enzima de restricao Nhel a
37°C por 18 h e em seguida com a enzima EcoRIl por 4 h a 37°C. O vetor de
expressdo pETTEV (mostrado na figura 3, modificado a partir do vetor pET28a,
Novagen, produzido e gentiimente cedido pelo Laboratério Nacional de Biociéncias
(LNBio), Campinas, SP) foi linearizado através de digestdo com as mesmas enzimas

de restricdo sob as mesmas condi¢oes, para posterior ligacdo do fragmento.

Figura 3 - Representagéo do vetor de expresséo pETTEV.
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O sitio da protease trombina do vetor pET28a (Novagen) foi substituido pelo sitio da protease TEV
originando o vetor pETTEV. O vetor pETTEV possui um tamanho de aproximadamente 5,4 kb.
Fonte: Carneiro, 2010.

Apos clivagem do gene de interesse e do vetor de expressdo ambos
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% e purificados a partir do gel
utilizando-se o kit PureLink™ Quick Gel Extration and PCR Purification Combo Kit

(Invitrogen). Posteriormente, uma aliquota foi aplicada em gel de agarose 1% para
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verificar a purificagdo e analisar a concentracdo dos produtos comparando-se a
intensidade das bandas com o padrao ADNA/Hind Il Fragments (Invitrogen).

A reagdo de ligacdo foi entdo realizada na proporcédo 3:1
(inserto:vetor), contendo enzima T4 DNA ligase (Invitrogen™), tampao e agua milli-Q
para um volume de 20 uL, em termociclador (Biocycler Peltier Thermal Cycler), a
16°C por 18 h.

Um volume de 5 pL de cada reagao de ligagdo foi utilizado na
transformacdo de células de E. coli TOP10 competentes (Invitrogen) por choque
térmico. O produto da transformagdo foi semeado em meio LB sodlido (1% (p/v)
triptona, 0,5% (p/v) extrato de levedura, 0,5% (p/v) cloreto de sddio, 1,5% (p/v) agar),
acrescido de Kanamicina a 50ug/mL, e incubado a 37°C, overnight. Apos esse
periodo, as placas foram avaliadas para selecdo de clones recombinantes e
algumas coldnias foram escolhidas ao acaso. As colbnias foram cultivadas em 4 mL
de LB caldo (1% (p/v) triptona, 0,5% (p/v) extrato de levedura, 0,5% (p/v) cloreto de
sédio, 1,5%) seletivo (Kanamicina 50ug/mL) sob agitagdo a 37°C overnight e
realizada a extragcao do DNA plasmidial por fervura. Apds extracao, a presenca do
gene de interesse foi verificada através de reagcdo de PCR, utilizando os primers
especificos para amplificacdo de gp43ANt. Como controle negativo da reagao de
PCR foi utilizada agua ultra pura.

Os clones positivos foram cultivados em 100 mL de meio LB caldo
seletivo e o plasmideo recombinante foi extraido e purificado através do Plasmid
Midi Kit (Qiagen). Para a confirmagéo da clonagem, o plasmideo foi digerido com
enzimas de restricdo (Nhel a 37°C por 18 h seguido por clivagem com EcoRI por 4 h
a 37°C) para liberacédo do fragmento inserido no vetor. Os clones que liberaram o
fragmento foram submetidos ao sequenciamento para verificar a integridade da

sequéncia nucleotidica do inserto.

3.5 SEQUENCIAMENTO E ANALISE DA CLONAGEM DE gp43ANt EM VETOR DE
EXPRESSAO

O sequenciamento do gene gp43ANt foi executado no Centro de
Estudos do Genoma Humano (USP) utilizando o sequenciador automatico ABI 3730

DNA Analyzer (Applied Biosystems). As reagdes foram realizadas empregando-se
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BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), primer foward
do vetor pETTEV que anela no promotor T7 e primer reverse gp43Rev. do gene
gp43ANL.

As sequéncias obtidas foram editadas pelo programa BioEdit
Sequence Alignment Editor e analisadas pelo programa BLASTn
(www.ncbi.nlm.nih.gov) para verificar a presenga e orientacdo correta do inserto e a

ocorréncia de eventuais mutagdes.

3.6 EXPRESSAO DA gp43ANt RECOMBINANTE EM E. coli

Apos confirmagdo da clonagem, o plasmideo recombinante foi
utilizado na transformacao de células de E. coli BL21 Star™ (DE3) One Shot® e E.
coli BL21 CodonPlus®RP competentes por choque térmico. As células foram
cultivadas em LB caldo seletivo, contendo Kanamicina 50ug/mL para cultura com E.
coli BL21(DE3) e Kanamicina na mesma concentracéo e Cloranfenicol 20pg/mL para
E. coli BL21 Rp, sob agitagao a 37°C, overnight.

Em seguida, os pré-inéculos foram transferidos a uma concentragéao
de 2% em um novo LB caldo seletivo e cultivado sob as mesmas condigdes acima,
até que atingissem um valor de densidade 6ptica a 600nm (D.O.s00nm) entre 0,6 e
0,7. A expressao foi induzida pela adigdo de isopropilthio-B-D-galactosideo (IPTG;
Invitrogen™ Life Technologies) a 0,5mM durante 4 h. Amostras de 1 mL foram
coletadas antes da indugdo, apos 1 h, 2 h e ao final da indugado para posterior

analise da expressao em eletroforese em gel SDS-PAGE 10%.

3.7  ANALISE DA EXPRESSAO DE gp43ANt EM E. coli

As aliquotas separadas durante a indugdo foram centrifugadas e
ressuspendidas em tampéo de lise (Tris 0,1iM pH 7,0, EDTA 1mM, lisozima
0,1mg/mL). Apés incubagao em gelo por 30 min, a mistura foi sonicada por ultra-som
em banho de gelo por 6 vezes de 10 seg (Sonopuls Ultrasonic Homogenizers,
Bandelin) e novamente centrifugada. O sobrenadante (que contém proteinas
soluveis) foi separado para analise. O pellet, que contém proteinas insoluveis, foi
ressuspendido em novo tampéao (Tris 0,1M pH 8,0, NaCl 1,5M e EDTA 20mM)
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sonicado em gelo (3 ciclos de 10 seg) e centrifugado restando apenas corpos de
inclusdo como fracado insoluvel. Ao sobrenadante e ao pellet foram adicionados
tampao de amostra (Tris-HCI 0,025M pH 6,8, 2% SDS, 15% glicerol, 2,5% 2-
mercaptoetanol, Azul de Bromofenol 0,004%), e apds fervura por 5 min foram
submetidos a eletroforese em gel SDS-PAGE 10% de acordo com protocolo descrito
por Laemmli (1970).

Ao término da corrida, os géis foram corados com solugdo Azul de
Coomassie (metanol 50% (v/v), acido acético glacial 7% (v/v) e Coomassie Brilliant
Blue (BIO-RAD) 0,25% (p/v)) por 1 a 2 h sob agitacdo e descorados em solucao de
metanol 80% (v/v) e acido acético glacial 20% (v/v) até o desaparecimento da

coloragao de fundo.

3.8 PURIFICACAO DA PROTEINA gp43ANt RECOMBINANTE

Apo6s confirmagao da expresséo da proteina, 2% da cultura contendo
os plasmideos recombinantes foram crescidas em 500 mL de LB caldo seletivo. O
in6culo foi incubado a 37°C sob agitagao até atingir D.O.gp0nm entre 0,6 - 0,7 e, apds
indugao com IPTG 0,5mM por 4 h, a cultura foi centrifugada. Para um teste inicial de
purificagdo, células provenientes de 50 mL desta cultura foram utilizadas.

A proteina recombinante foi expressa fusionada a uma cauda de
poli-histidina (6xHis tag) e purificada em coluna contendo resina de Ni-NTA Agarose
(Qiagen®). Previamente, as células foram ressuspendidas em tampao A (NaH;PO4
50mM, pH 8,0, NaCl 300mM, lisozima 0,1'mg/mL, PMSF 1mM) e incubado em gelo
por 30 min. Em seguida, a mistura foi sonicada em gelo (7 ciclos de 10 seg),
centrifugada e o pellet formado, ressuspendido em tampao B (NaH,PO, 100mM, pH
8,0, Tris 10mM e Gu-HCI 6M), de modo a solubilizar as proteinas da fragao insoluvel.

Apoés nova sonicacdo nas condicdes descritas acima, e
centrifugacéo, o sobrenadante, contendo as proteinas solubilizadas, foi incubado na
proporcao 4:1 (v/iv) com resina Ni-NTA previamente equilibrada no tampao B, e
homogeneizado por 1 h e 30 min, a temperatura ambiente. A coluna foi lavada com
tampéao C (NaH;PO4 100mM, pH 6,3, Tris 10mM e Uréia 8M) e tamp&o D (NaH,PO4
100mM, pH 5,9, Tris 10mM e Uréia 8M) por 10 min cada, para retirada das proteinas
ligadas inespecificamente. Em seguida, foram realizadas duas eluigdes de 15 min
cada com tampao E (NaH,PO4 100mM, pH 4,5, Tris 10mM e Uréia 8M) e 2 elui¢des
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(15 min cada) e 1 eluicdo de 1 h com tampao F (NaH,PO4, 100mM pH 4,0, Tris
10mM e Uréia 8M).

As amostras obtidas das lavagens e das eluicbes foram coletadas e
analisadas em gel SDS-PAGE 10% e a proteina purificada foi quantificada em
espectrofotdbmetro a 595nm pelo método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976).

Para a purificagcdo da proteina recombinante a partir de células
provenientes de 100 mL de cultura, foram realizadas duas lavagens adicionais de 10
min cada com o tampéo C (pH 6,3) e mais duas lavagens de 15 min cada com o
tampéao de eluigdo F (pH 4,0), devido a maior quantidade de proteinas expressas

presentes na fragao insoluvel.

3.9 PRODUCAO DE ANTICORPO POLICLONAL ANTI-gp43ANt EM COELHO

Um coelho macho jovem foi imunizado com gp43ANt recombinante
purificada com o objetivo de avaliar a presenga de epitopos em comum entre a
proteina recombinante e nativa. Foram realizadas trés doses de 75 ug de proteina
recombinante purificada, por via subcutdanea em 3 pontos préximos a regidao de
linfonodos, com intervalo de 7 dias cada. A primeira dose foi preparada com
adjuvante Completo de Freund (Sigma) (v/v) e as duas subsequentes com adjuvante
Incompleto de Freund (Sigma) (v/v). Foram coletadas amostras antes da primeira
imunizagao (soro pré-imune), uma semana apos cada dose e na segunda semana
apos a ultima dose por pungao cardiaca, em condigdes estéreis.

A produgdo de anticorpos foi avaliada por ELISA indireto e a
reatividade do soro foi avaliada por Imunodifusdo Radial Dupla (IDRD) e Western

blot utilizando-se exoantigeno de P. brasiliensis.

3.10 AVALIACAO DA PRODUCAO DE ANTICORPOS ANTI-GP43ANT POR COELHO
IMUNIZADO COM PROTEINA RECOMBINANTE E ANALISE DA REATIVIDADE DA

PROTEINA RECOMBINANTE POR ELISA INDIRETO

Placas de poliestireno de fundo chato foram sensibilizadas com
5ug/mL de gp43ANt recombinante em tampao carbonato 0,1M, pH 9,6, por 18 h, a
4°C. Apods trés lavagens com PBS-tween 0,05%, as placas foram bloqueadas com

PBS-leite desnatado 5% por uma hora a 25°C. As placas foram lavadas com PBS-
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tween 0,05% e em seguida foram acrescentados 100 uL dos soros coletados da
imunizacao diluidos 1:100 em PBS-leite desnatado 1%, por uma hora a 25°C. Apds
lavagens com PBS-tween 0,05%, foi adicionado 100 pyL de conjugado anti-lgG
coelho-peroxidase (Sigma) a diluicdo 1:8.000 em PBS-leite desnatado 1%, uma hora
a 25°C. Realizaram-se lavagens com PBS-tween 0,05% e adicionou-se 100 pL de
substrato cromégeno (TMBZ e H,0,), e apés 15 min de incubacao a reacao foi
bloqueada com 50 uL de acido sulfurico 4N. A leitura da D.O. foi realizada a 450nm
em leitora de microplaca iMark™ Microplate Reader (BIO-RAD).

Para avaliacdo da reatividade da proteina recombinante em relacao
aos soros humanos, as placas de ELISA foram sensibilizadas com 2,5ug/mL de
gp43 nativa ou 5ug/mL de gp43ANt recombinante. Os soros foram testados a
diluicdo 1:100 em PBS-leite desnatado 1% e o conjugado anti-lgG humano-
peroxidase (Sigma) a diluicdo 1:60.000 em PBS-leite desnatado 1%.

Os soros testados com proteina recombinante foram previamente
adsorvidos com cepa de E. coli BL21(DE3) sem o plasmideo recombinante. Foram
considerados positivas as amostras que apresentaram o dobro da D.O.s450nm do

controle negativo.

3.11 ANALISE DA REATIVIDADE DE SORO DE COELHO IMUNIZADO COM PROTEINA
RECOMBINANTE POR IMUNODIFUSAO RADIAL DupLA (IDRD)

O teste de IDRD foi realizado conforme descrito por Camargo e
colaboradores (1988). Previamente, ldminas de microscopia (75 X 25 mm) foram
preparadas com 3,5 mL de agarose ultra pura (Invitrogen) 1% em tampao PBS 1X.
Em seguida, foram realizados orificios na agarose da seguinte forma: um orificio
central e seis orificios ao redor com distancia de 6 mm entre eles e medindo 3 mm
de didmetro cada um. Os orificios centrais foram preenchidos com 25 uL de
exoantigeno de P. brasiliensis e as amostras de soro (25 pL) foram adicionadas aos
orificios periféricos.

O soro de coelho imunizado com gp43ANt foi analisado para avaliar
a formacgéao de linha de identidade com soro de paciente com PCM.

As laminas foram incubadas 24 a 48 h em camara umida a
temperatura ambiente. A seguir, foram lavadas e mantidas em solucéo salina 0,9%

durante 48 h, com varias trocas neste periodo. Apds secagem, as laminas foram
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coradas por 15 min em solugdo de Azul de Coomassie (metanol 30% (v/v), acido
acético 10% (v/v) e Coomassie Brilliant Blue (BIO-RAD) 0,1% (p/v)) e descoradas
em solugado metanol 30% (v/v) e acido acético glacial 10% (v/v) até desaparecimento

da coloracio de fundo.

3.12 AVALIACAO DA REATIVIDADE DO SORO DE COELHO IMUNIZADO cOM GP43ANT E
ANALISE DA PROTEINA RECOMBINANTE POR WESTERN BLOT

Inicialmente, foi realizada eletroforese em gel SDS-PAGE 10% de
exoantigeno de P. brasiliensis, a 100V em tampao Tris-glicina pH 8,8. Em seguida,
as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose, em tampao de
transferéncia (Tris 0,3%, Glicina 1,44%, Metanol 20%) a 30V, 4°C, overnight. Ap6s
transferéncia, a membrana foi bloqueada com PBS-leite desnatado 5% por uma
hora, a 25°C. Seguiram-se 5 lavagens de 5 min cada com PBS-tween 0,05% e
adicao de soro de coelho diluido 1:100 em PBS-leite desnatado 1% por uma hora, a
25°C. Apés lavagens com PBS-tween 0,05% (5 vezes de 5 min cada) foi
acrescentado o conjugado anti-IgG coelho-peroxidase (Sigma) diluido a 1:4.000 em
PBS-leite desnatado 1%. Apds 1 h, a membrana foi lavada com PBS-tween 0,05% e
a reacao foi revelada com solugcédo de DAB (3, 3’-Diaminobenzidina) por 15 min.

Como controle positivo do teste foi utilizado soro policlonal de coelho
anti-gp43 nativa, gentilmente fornecida pelo Prof. Dr. Zoilo Pires de Camargo,
Unifesp, SP.

Também foi realizado um teste de Western blot para avaliagdo da
reatividade da gp43ANt em relacédo aos soros de pacientes com PCM. Previamente,
células de 20 mL de cultura induzida com 0,5mM de IPTG foram lisadas com tampao
de lise (Tris 0,1M, pH 7,0, EDTA 1mM, Lisozima 0,1mg/mL) e apds varios ciclos de
sonicagao e centrifugagcdo o pellet foi ressuspendido em tampdo de amostra e
submetido a eletroforese em gel SDS-PAGE 10%. Os soros foram testados a
diluicdo de 1:100 em PBS-leite desnatado 1% e o conjugado anti-IlgG humano-
peroxidase (Sigma) a diluicdo 1:30.000 em PBS-leite desnatado 1%.

Como controle da reac&o foram utilizadas amostras soronegativas
para PCM coletadas de alunos do laboratério e soros de pacientes negativo para
PCM (negativa na IDRD e com menor D.O.s50nm €m teste de ELISA indireto

empregando-se gp43 nativa).
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3.13 AVALIAGCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE POR DOT BLOT

Tiras de membrana de nitrocelulose foram sensibilizadas com 2 yL
de gp43 nativa a uma concentragdo de 10ug/mL ou gp43ANt recombinante em
varias concentragdes (10ug/mL, 20ug/mL, 40ug/mL e 80ug/mL) diluidos em tampéo
PBS 1X. Apos secagem do antigeno, as tiras foram bloqueadas com PBS-leite
desnatado 5% durante 1 h e lavadas 5 vezes com duragédo de 5 min cada com PBS-
tween 0,05%. Os soros, previamente adsorvidos com cepa de BL21(DE3) sem o
plasmideo recombinante, foram incubados em seguida a diluicdo 1:100 em PBS-leite
desnatado 1% por 1 ou 2 h. As tiras foram lavadas 5 vezes de 5 min cada com
PBS-tween 0,05% e foi adicionado conjugado anti-IgG humano-peroxidase (Sigma)
a diluicdo 1:30.000 em PBS-leite desnatado 1% por 1 h. Apds lavagens com PBS-
tween 0,05%, a reacao foi revelada com solu¢cdo de DAB (3, 3’-Diaminobenzidina)
por 20 min.

Nos testes com soro de coelho imunizado com gp43ANt, o
conjugado utilizado foi anti-IgG coelho-peroxidase (Sigma) diluido a 1:4.000 em
PBS-leite desnatado 1%.
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4 RESULTADOS

4.1 CLONAGEM DE gp43 TRUNCADA EM VETOR pETTEV

Inicialmente, foi proposta a producdo de rgp43 truncada nas
extremidades N-terminal e/ou na extremidade C-terminal (gp43ANt, gp43ANCt e
gp43ACt respectivamente). Como foi possivel obter apenas a construcdo gp43ANt
em pETTEV, esta foi utilizada para seguimento dos estudos.

Previamente, o fragmento de gp43 clivada na regido N-terminal foi
construido e amplificado pela reagcao de PCR, gerando um produto em torno de 1,2
kb. O vetor pETTEV também foi preparado para ligagdo do fragmento através da
digestdo com as enzimas de restrigdo Nhel e EcoRI. Ambos, inserto e vetor, foram
analisados, apos clivagem, por eletroforese em gel de agarose 1% e purificados do

gel (figura 4).

Figura4 - Preparo do inserto gp43ANt e vetor pETTEV para clonagem.
M 1 2

gp43ANt (1) e vetor pETTEV (2) ap6s clivagem com enzimas de restricdo Nhel e EcoRI. M. marcador
ADNAV/Hind Il Fragments (Invitrogen). 1. gp43ANt Nhel/EcoRI. 2. vetor pETTEV clivado. Eletroforese
em gel de agarose 1%, corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen).

Apds obtencdo dos clones transformantes, a clonagem do gene
gp43, construcdo ANt, no vetor pETTEV foi confirmada por PCR utilizando
plasmideo recombinante como tamplate (figura 5A, linha 4) e pela clivagem do
plasmideo purificado (Plasmid Midi Kit, Qiagen) com as enzimas de restrigdo Nhel e
EcoRI que resultou na liberagdo de dois fragmentos com cerca de 1,2 kb e 5,4 kb

correspondendo ao inserto e vetor respectivamente (figura 5B, linha 9).
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Figura5 - Amplificacdo do gene e clivagem para confirmacdo da clonagem de
gp43ANt em pETTEV.
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A) Amplificacdo do gene gp43ANt. 1-3 e 5-7: colbnias negativas; 4- clone positivo apresentando uma
banda de cerca de 1,2kb correspondente a gp43ANt, 8: controle negativo da reacdo de PCR. B)
Digestao do plasmideo recombinante positivo purificado com Nhel e EcoRlI; 9: produto da reacdo de
digestao; 10: plasmideo recombinante purificado; 11: gp43ANt clivado e purificado; 12: vetor pETTEV
clivado; 13: Vetor pETTEV néo digerido. M: marcador ADNA/Hind 1ll Fragments (Invitrogen). Analise
por eletroforese em gel de agarose 1%, corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen).

4.2  ANALISE DO CLONE gp43ANt EM pETTEV POR SEQUENCIAMENTO DE DNA

Apods confirmagéo da clonagem por analise de restricdo (Figura 5B,
linha 9), o plasmideo foi submetido a reagdo de sequenciamento para observagao
mais detalhada da sequéncia génica e posicionamento no vetor de expressdo. O
sequenciamento do plasmideo recombinante mostrou que o gene clonado foi
inserido de forma correta no vetor e ndo foi detectada nenhuma mutagcdo. O
alinhamento e anadlise da sequéncia pelo programa BLASTn revelou 99% de
identidade com a sequéncia AY005437 do banco de dados GenBank. A sequéncia,

sua analise e posicionamento no vetor estdo mostrados na figura 6.
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Figura 6 - Sequéncia nucleotidica obtida através do sequenciamento do gene
gp43ANt no vetor pETTEV e alinhamento com a sequéncia do banco
de dados (GenBank AY005437).

GpiH«t/pETTEV,TT-F
TRE5ET CTTOCTCT AGAAT AT TT TG T TTAACTT TARSAAGCACATATACCATSSGC CAT CAT CAT CAT CAT YAC
BAR AAC TS TAT TTT CAS e5c CAT ATE GCT AGC oca
TCCS AT CATC TCACE TC G CA T TCACA TT 5 TACC IO G TC AR GO AGS AT C A CA AT ATA TS ET G TG AAT AT OB 60 S 65TE
BCTATTGCTBGAGCCATEGAT CT OB CCC TCOBT CT TCGARGC AS G OE66ABC ASCT COGTC AT GAAT ACACC CT GASCA
ESAATCTUGGCAGAGA TG TARA ARG GUACCT TT CoAAACATT GO GAL ACC TT TATC ACT GAAGATGAT T TC AAGARCATT
BCTGO5GOGEGETT ARACCAT BT CAGGATC COGAT O5GET AL TG GGCAGT AAAT CC T AT AG A GGAGAGCC AT ATGTACA
EGETCAACT CGACT AT TTGGACARGGUGLT TOT LT CoGUC AR A AT CAA AT LT GAGBE TCET CAT DG ATC TCCAT GO TG
TCOCEEETT OO CARARCGGCT TCGACAACAGUGET CACOE TE G0 GOC AT C AACT B C AR AA GGG TEACACG AT CAARC AR
ACCCTOATCOCCAT OCATACT CT OB CAATC OO TACGC CAAT U0 T A DG ACG TG TOALCT CCATAGAATT GO TCARC AR
A CCTCCAT ACC AGGAGECGT GCAG G TG TCCCT ACTGAAGGA AT ATT ATGASGA TS GAT AT CACAT DG T TCGT GAT AT A
ACAGCACCGTT GOCET OECAATT TCGGATEC TT T CT GOCOC UG CEC AL CTECART GECTT IT TEE G COC AMGACAT AL
AAGA AT GTCTACTCGACACAT ACCACARCC ARG TCTT COATGAT ATC TT T ASGACC T TCACCAT TEACCASCACE T GARS
CTT

EIAYDDE-ES'.T.I.I Paracoccidicides bra=iliesn=i= clon= EZZS
imminpdominant antigen
Gp42 {gpi3] gene, complete cds
Length=122%
Score = T4l bits (401), Expect =
Identities = 402/402 (595%), Gaps
Strand=Plu=/Plu=
Query 1 GoAT OO S ATCAT CTCACGTCGCATCTCACAT TETACCTOGT CAAGCAGGATCAGIAATA 60
TRRERE PRRRRr e ve e e ve ve e ve ve e e v e e v eerevenernenl
Sbjct 6L GLAT OO G ATCAT CTCACGTCEC ATCTCACAT TETACCTCGT CRAGCAGGATCAGCARTA 120

o.o
= 07402 (D)

Query 6L TATGGET GTERARTAT OGGCGEE TG TAT TG T GGRAGC CATGEAT CTOGCOCTOCGTCTIC  L20
TERETE e et e ve e e rr e e e v e r v e e e v
Sbjct 121 TATGETGTGRAATATOGGCGGETEECTATTGCIGGAGICATGEAT CTOGOOCTOOGTCTIC  LED

Tunery 121 GAASCAGECGGGAGTAGITOCGTOGATGAARTACACOCTEGAGCARGAATCTCGECAGAGAT 16D
TERETE e et e ve e e rr e e e v e r v e e e v
Shijet 1B1 GARGCAGGCGGGAGCAGITOCSTOGATGARATACANOC TEGAGCAAGAATCTCGEOAGAGAT 240

Query 1E1 GCTARR A ACCTTTOCAMACATTEOEACACCTITATCACTGAAGATGAT TTCAAGART 240

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjet 241 A AR A A CTTT O ARA A TTGEEAC A CTTTATCACTGAAGATEGAT TTCARGAAT 200

Query 231 ATTGTGOGECGEGCTITAAACCATETCAGEATCOCGATOGGETACTEGECAGTARATOCT 200

RN N N N N NNy
Sbijct 201 ATTGITGOGGIGoGoT TAAACCATGTCAGSATCOOGATOGEETACTEGETAGTARATOCT 260

Query 301 ATAGAGGEAGAGTCATATGTACAASGTCARCTOGACTATITGGACAAGEOGCTIGICTGS 260

R N N N N Ny
Shjct 2361 ATAGAGGGAGAGCCATATGTACRAGGTCAATTCGACTATTITGGACARGEOGCTIGICTES 420

Query 2361 GCCAARAACTCARATCTGAGEGTOGTCATOGATCTICCATEETE 403
TERRTE R ee e e e e rv e e v ennnnl
Sbijct 421 GUCRRARACTCRAATCTGAGGEETUGTCATCGATCTIOCATGETE 263

Query 402 GIOCOGGETTCOCARRRCGECTIOGACRACAGCGETCACCETGECECCATCARCTEECAR 462
TERETE e et e ve e e rr e e e v e r v e e e v
Sbjct S41 GIOCOGGGET TCOCARARCGECTIOGACRACAGCGETCACCETGECECCATCARCTGECAR 60D

Tuery 462 AAGGGTGACACGATCRARAACARATOCTGATOGOCATOCATACTCTCGCAATCCGTTACGIC 522
TERETE e et e ve e e rr e e e v e r v e e e v
Shjet 601 AAGEGETGACACGATCARACARACOCTEATOSOCATOCATACTCTCECAATCCGTTACEES 660

Query S22 AATCETACCGACGTOGTIGACTOCATAGAATTGET CRACRAAOCCTCCATACCAGGAGE. SEZ

TERETE R e e e r e e e v e e e et
Sbjet 661 AATCETACCGACGTOGTTGACTC ATACAATTGET AACAAACCCTOCATACCAGEAGES T20

Query SE2 GIGCAGGTGTCOCTACTCAAGGAATATTATGAGGATGCATATCACATOGTICGTGATATA 642

R N N Ny
Sbijct T2l GIGCAGGTGTCCTACTGAACGAATATTATGAGCATGGATATCACATOGTICGTIGATATA TED

Query 632 GARGCANCGITGGOGTIGRATTICOGEATGCTTICTCTGOCCOCGOETACCTGEAATEE. TO02

R N N N Ny
Sbjct TEl GACAGCACCGITGGIGTCG T AATTICGEATGCTTCITC TGO OOOCGOGTACCTGERAATEET B40

s
Query T02 TITITGGOGCCCRAAGACATACARGRAAOSTCTAC-TOGACACATACCACARCCAAGTCTIC TAL
TERETERR et e ve e e v e e veneereeer een e e el
Sbjct E4l TITITGGOGOCCAAGACATACARGARACGTCTACCTOGACRACATACCACRACCARGTCTIC 500

Query TEZ GATGATATCTTITAGGACCTTCACCATTGACCAGCRAOGTGRAAS EOD2
TERETE R e e ve e e e v e e v ennel
Shjet G01 GATGATATCTTTAGGACCTTCACCATTSACCAGCACGTGAAL G4Z

Sequéncia destacada em negrito e italico: regido codificadora de cauda 6XHis tag. Sequéncia
destacada em vermelho: sitio para enzima de restricao Nhel. Sequéncia sublinhada: nucleotideos do
gene gp43ANt. Y, S e *: correspondem a Citidina, Guanosina e Citidina, respectivamente
(confirmados pelo cromatograma). A separagéo em trincas mostra o posicionamento correto do gene
gp43ANt com o vetor pETTEV. O sequenciamento foi realizado com oligonucleotideo que anela no
promotor do plasmideo pETTEV. Query: DNA sequenciado; Sbjct: sequéncias de banco de dados.
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4.3 EXPRESSAO E PURIFICAGAO DA PROTEINA RECOMBINANTE gp43ANt

Uma vez confirmada a clonagem e analisado o sequenciamento, a
construgdo plasmidial gp43ANY/pETTEV foi utilizada para transformar duas
linhagens competentes de E. coli BL21, de modo a expressar a proteina.

A produgcdo da proteina recombinante gp43ANt em E. coli
(BL21(DE3) e BL21 Rp) foi realizada através da indugao por IPTG 0,5mM por 4 h a
37°C. Apds centrifugagao das aliquotas obtidas apds indugéo, os extratos soluveis e
os precipitados foram analisados por eletroforese em gel SDS-PAGE 10%. Podemos
observar a presenga da proteina recombinante somente no pellet da cultura,
indicando que a proteina esta na forma insoluvel (figuras 7 e 8, linhas 4, 6 e 8).

Sendo assim, a purificagdo da proteina foi realizada sob condi¢gdes desnaturantes.

Figura7 - Analise de expressao e solubilidade da proteina recombinante gp43ANt
em E. coli BL21 Rp.
1 2 3 4 5 ] T 8 9 M

180

115
B2

49

37

26

19

15

1 — extrato total de BL21 Rp, 2 — pellet da cultura antes da indugdo, 3 — sobrenadante da cultura
antes da indugdo, 4 — pellet 1h apds a indugéo, 5 — sobrenadante 1h apds a indugao, 6 - pellet 2h
apos a indugéo, 7 — sobrenadante 2h apds a indugéo, 8 - pellet 4h apos a indugéo, 9 — sobrenadante
4h apos a indugdo, M — padrao de massa molecular, kDa (BenchMark™Pre-Stained Protein Ladder,
Invitrogen). Eletroforese em gel SDS-PAGE 10%, corado com Coomassie Brilliant Blue. A proteina
gp43ANt esta indicada por setas.
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Figura 8 - Analise de expressao e solubilidade da proteina recombinante gp43ANt
em E. coli BL21(DE3).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 M
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1 — extrato total de BL21(DE3), 2 — pellet da cultura antes da inducédo, 3 — sobrenadante da cultura
antes da indugéo, 4 — pellet 1h apés a indugdo, 5 — sobrenadante 1h apds a indugéo, 6 - pellet 2h
apo6s a indugao, 7 — sobrenadante 2h apds a indugao, 8 - pellet 4h apés a indugao, 9 — sobrenadante
4h apds a indugdo, M — padrao de massa molecular, kDa (BenchMark™Pre-Stained Protein Ladder,
Invitrogen). Eletroforese em gel SDS-PAGE 10%, corado com Coomassie Brilliant Blue. A proteina
gp43ANt esta indicada por setas.

180
115
82

G

A expressao da proteina recombinante foi maior em E. coli BL21
(DE3) (figura 8), e portanto esta foi utilizada nos testes subsequentes. Foi realizada
uma purificagao inicial a partir de células de 50 mL de cultura. A proteina apresentou
massa aparente de 50 kDa e maior quantidade desta foi eluida no tampao F com pH
4,0 (figura 9, linhas 7, 8 e 9), resultando na obtencédo de 1.197,8ug/mL da proteina
recombinante gp43ANt. Para purificagao partindo-se de células de 200 mL de cultura

foi possivel obter 8,1mg/mL de proteina, com um grau de pureza satisfatorio.
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Figura9 - Purificagdo da proteina recombinante gp43ANt.
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M — Padrédo de massa molecular, kDa, 1 — lisado celular contendo proteinas insollveis apds
desnaturacao, 2 — pés-coluna, 3 — Tampao C (pH 6,3), 4 — Tampao D (pH 5,9), 5 — 12 eluicdo Tampao
E (pH 4,5), 6 — 22 eluigdo Tampéo E (pH 4,5), 7 - 12 eluicdo Tampao F (pH 4,0), 8 — 22 eluigéo
Tampéao F (pH 4,0), 9 — 32 eluigdo Tampao F (pH 4,0). A seta indica a banda correspondente a
proteina gp43ANt (50 kDa). Eletroforese em gel SDS-PAGE 10%, corado com Coomassie Brilliant
Blue.

4.4  CARACTERIZAGAO DA gp43ANt

O coelho imunizado com a proteina recombinante gp43ANt
apresentou resposta humoral e demonstrou um pico uma semana apos a terceira

dose (figura 10).
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Figura 10 - Avaliagdo da resposta imune humoral de coelho imunizado com
gp43ANt por ELISA indireto.

3.5
3

25

2
1.5 l

D.0O.450nm

0 1 2 3 4

Semanas
Foram realizadas trés doses de proteina recombinante gp43ANt por via
subcutianea. As amostras de soro foram coletadas antes da
primeira imunizagdo (soro pré-imune), uma semana apdés cada
dose e na segunda semana apos a terceira dose por puncgao
cardiaca (as setas indicam as doses).

O soro com niveis mais altos de anticorpos foi avaliado pelos testes
de IDRD e Western blot. Na IDRD observou-se reatividade do soro de coelho frente
ao exoantigeno de P. brasiliensis até a diluigdo de 1:8 (figura 11A). A fusdo das
linhas de precipitagdo (figura 11B) demonstra que o exoantigeno € igualmente
reconhecido pelo anticorpo de pacientes com PCM bem como pelo anticorpo de
coelho anti-gp43ANt .

O soro de coelho anti-gp43ANt reconheceu a gp43 presente no
exoantigeno de P. brasiliensis demonstrado pela visualizagdo de uma banda com
cerca de 43 kDa no Western blot (figura 12B). Esses resultados indicam que a
proteina recombinante possui epitopos em comum com a gp43 nativa presente no

exoantigeno de P. brasiliensis.
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Figura 11 - Determinacdo do titulo de anticorpos anti-gp43ANt produzidos pelo
coelho imunizado com proteina recombinante gp43ANt (A) e avaliagao
de identidade com soro de pacientes com PCM (B) por IDRD com
exoantigeno de P. brasiliensis.

1 — Exoantigeno de P. brasiliensis, 2 — Soro de coelho imunizado (SC) puro, 3- SC 1:2, 4- SC 1:4, 5-
SC 1:8, 6- SC 1:16, 7- SC 1:32, 8- SC puro, 9- Soro de paciente com PCM.

Figura 12 - Avaliagdo da reatividade do soro anti-gp43ANt produzido por coelho
imunizado com proteina recombinante gp43ANt por Western blot com
exoantigeno de P. brasiliensis.
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M — Padrdo de massa molecular, kDa, A — Soro policlonal de coelho anti-gp43 nativa, B — Soro de
coelho imunizado com gp43ANt. A seta indica a banda correspondente de gp43 nativa reconhecida
pelos soros.

Todas as amostras de soro humano (77 amostras negativas e 12
positivas) foram avaliadas pelo método de ELISA indireto utilizando-se a proteina
nativa, a concentragédo de 2,5ug/mL, e proteina recombinante diluida a 5ug/mL em
tampao carbonato. Os resultados demonstraram que todos os soros positivos
apresentaram alta reatividade com a proteina nativa e recombinante. Devido a
sensibilidade do teste, 72 amostras apresentaram resultado positivo com gp43

nativa e 49 com gp43ANt.
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O nivel de correlagao (r) entre as absorbancias com gp43 nativa e
gp43ANt foi igual a 0,768, indicando que alguns epitopos do antigeno nativo, que
sdo reconhecidos pelos anticorpos, ndo estdo presentes no antigeno recombinante
ou estado inacessiveis devido a alteragdo na conformagao da proteina insoluvel.

Para a avaliacdo da proteina recombinante pelos testes de Western
blot e dot blot, foram utilizados os soros positivos de pacientes com PCM (12
amostras) e algumas amostras negativas (11 soros) que apresentaram baixas
D.0.450nm NO teste de ELISA com gp43 nativa e recombinante. No Western blot e dot
blot também foram utilizados soro policlonal anti-gp43 de coelho e soro de coelho
imunizado com gp43ANt respectivamente.

O teste de Western blot utilizando lisado celular de clone
recombinante (figura 13) demonstrou que a gp43ANt foi bem reconhecida pelos
soros de pacientes com PCM e pelo soro de coelho imunizado com gp43 nativa.
Entre as amostras positivas testadas apenas 3 (amostras 13, 20 e 21) n&o reagiram
com a proteina recombinante presente na fragcao insoluvel e em nenhuma amostra

negativa foi detectada banda correspondente a gp43ANt.

Figura 13 - Analise do lisado celular de clone recombinante por Western blot.
Soros Negativos Soros Positivos
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1 — Pool de soros de alunos e funcionarios da UEL, 2 a 12 — Amostras de pacientes negativas para
PCM nos testes de IDRD e ELISA indireto, 13 a 24 — amostras de pacientes positivas para PCM, SC -
soro de coelho imunizado com gp43 nativa, MM — Padrao de massa molecular, kDa. A seta vermelha

indica a banda correspondente a gp43ANt recombinante.

Para avaliagdo da proteina recombinante pelo teste de dot blot,
inicialmente, as tiras de nitrocelulose foram sensibilizadas com gp43 nativa e

gp43ANt (10ug/mL) e os soros diluidos 1:100, foram incubados por 1 h. De acordo
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com os resultados, nenhum soro negativo reagiu com as proteinas nativa ou
recombinante e cinco soros de pacientes positivos (n° 14 a 17 e 19) apresentaram
uma fraca reacdo com a gp43ANt, apesar da alta D.O.450nm detectada por ELISA
com a proteina recombinante (figura 14). O soro de coelho imunizado, apesar de ter
apresentado menor reagdo com a gp43 nativa, demonstrou a presencga de epitopos
em comum com a proteina gp43ANt.

Entre os soros positivos testados, quatro (amostras 13, 20 a 22) n&o
reagiram com a proteina recombinante no dot blot e as amostras n° 13, 20
(proveniente do mesmo paciente, coletada em um intervalo de 8 meses) e 21
também nao reconheceram a mesma proteina no Western blot (figura 13). As
amostras citadas apresentaram resultados positivos no teste de ELISA com a
proteina nativa e recombinante e reconheceram de forma significativa a proteina
nativa no dot blot, exceto a amostra n° 20, a qual apresentou uma reacao

fracamente positiva.

Figura 14 - Analise do reconhecimento de gp43 nativa e recombinante por soros
de pacientes e por soro de coelho imunizado com gp43 recombinante

gp43ANt por dot blot.
SOROS NEGATIVOS SOROS POSITIVOS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 4 SCr
. . . g =

OO0 OR &8 00 B cmsnanva

e g

i 1110111 I"’ gp43 RECOMBINANTE

, B
As proteinas nativa e recombinante foram testadas a concentracéo de 10ug/mL e os soros incubados
por 1h. 1 — Pool de soros de alunos e funcionarios da UEL, 2 a 12 — Amostras de pacientes negativas
para PCM nos testes de IDRD e ELISA indireto, 13 a 24 — amostras de pacientes positivas para PCM,

SCr — Soro de coelho imunizado com gp43ANt.

Alguns soros positivos, que nado reconheceram a proteina
recombinante na concentragdo de 10ug/mL (soro n° 21) ou que reconheceram
fracamente (soro n° 14 e soro de coelho imunizado com gp43ANt), foram avaliados
com concentragdes crescentes de gp43ANt (10pug/mL, 20pg/mL, 40ug/mL e
80ug/mL). Apesar de ter sido observado reagdo um pouco mais forte ao aumentar a
quantidade da proteina recombinante, ndo foi possivel estabelecer uma

concentracao que distinguisse os soros positivos dos negativos, pois a amostra que
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nao reconheceu o antigeno recombinante a 10ug/mL demonstrou fraca reagdo com
o antigeno ainda que em maiores concentracbes. Os soros negativos nao
reconheceram a proteina recombinante em qualquer uma das concentracdes

utilizadas (figura 15).

Figura 15 - Teste de reatividade de soros de pacientes e de soro de coelho
imunizado com gp43ANt com diferentes concentragbes de proteina
recombinante por doft blot.
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7 e 10 — Amostras de pacientes negativas para PCM nos testes de IDRD e ELISA indireto, 18, 24, 14
e 21 —amostras de pacientes positivas para PCM, SCr — Soro de coelho imunizado com gp43ANt.

Com o objetivo de analisar as condi¢des ideais para aplicabilidade
da proteina recombinante no teste de dot blot, foram utilizadas gp43ANt a
concentragdes de 40ug/mL e 80ug/mL e o tempo de reagao dos soros foi aumentado
para 2 h. Todas as amostras positivas apresentaram reagdes mais nitidas com a
proteina recombinante quando comparado aos resultados de dot blot anteriores
(figuras 14 e 15), com excegdo a amostra n° 13, que ndo reconheceu a proteina
diluida a 40ug/mL. Os melhores resultados foram visualizados com gp43ANt em
maior concentragdo e 0s soros negativos permaneceram nao reconhecendo a
proteina recombinante (figura 16).
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Figura 16 - Analise de reatividade de soros de pacientes e de soro de coelho
imunizado com gp43ANt por dot blot.
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1 — Pool de soros de alunos e funcionarios da UEL, 2 a 12 — Amostras de pacientes negativas para
PCM nos testes de IDRD e ELISA indireto, 13 a 24 — amostras de pacientes positivas para PCM, SCr
— Soro de coelho imunizado com gp43ANt. Proteina recombinante gp43ANt em diferentes
concentragdes e tempo de incubagao de 2 h.

Podemos observar também que as amostras n° 18 e 24 de um
paciente com PCM aguda, coletadas antes e apos 6 meses do inicio do tratamento,
apresentaram redugdo nos niveis de anticorpos anti-gp43 demonstrada pelos
métodos de ELISA indireto com a proteina nativa e recombinante, Western blot com
lisado celular de clone recombinante e dot blot com gp43 nativa e gp43ANt nas
concentragbes de 40 e 80pg/mL, corroborando com os resultados de IDRD com
exoantigeno de P. brasiliensis.

O quadro 1 abaixo demonstra um resumo dos resultados dos soros
positivos e negativos avaliados pelos testes de ELISA indireto, Western blot e dot
blot descritos anteriormente. Os resultados do ELISA indireto foram calculados
empregando-se como valor de corte o dobro da D.O.sso0nm do pool de soros
negativos. No Western blot e dot blot, os resultados foram classificados visualmente
de acordo com a magnitude das reagdes apresentadas, aplicando-se (+) para os

resultados mais discretos e (+++++) para as reagdes mais intensas.
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Quadro 1 - Quadro comparativo dos resultados obtidos pelos métodos de ELISA
indireto, Western blot e dot blot.
ELISA ELISA Western Blot Dot biot
Amostras | gp43 nativa gp43ANt lisado celular gp43 Nativa | gp43ANt Zpa3ANt gpA3ANE
2,5pg/mL Spg/mL contendo gp43ANt 10pg/mL 10pg/mL | 40pg/ml (soro 2h) | 80pug/mL (soro 2h)
recombinante
1 NEGATIVO NEGATIVO - . _
2 NEGATIVO NEGATIVO - . _
3 POSITIVO NEGATIVO - . _
4 NEGATIVO NEGATIVO - - -
2 5 NEGATIVO NEGATIVO - . _
E 6 NEGATIVO NEGATIVO - - -
g 7 NEGATIVO NEGATIVO - - -
% 3 NEGATIVO NEGATIVO - . _
9 NEGATIVO NEGATIVO - . _
10 NEGATIVO NEGATIVO - - -
11 NEGATIVO NEGATIVO - - -
12 POSITIVO NEGATIVO - . _
13 POSITIVO POSITIVO +HH++ - - -
14 | POSITIVO POSITIVO i P + tHt Tt
15 | POSITIVO POSITIVO i P + tHt Tt
16 POSITIVO POSITIVO +HH++ +++++ + +++ ++++
0 17 POSITIVO POSITIVO ++ ++++ + + +H++
g 18 POSITIVO POSITIVO +H+++ +++++ +++ HHHt HHHEE
E 13 POSITIVO POSITIVO ++++ +++++ + et HHH
g 20 POSITIVO POSITIVO + - ++ ++
0 ™21 | posmvo POSITIVO +t - n P
22 POSITIVO POSITIVO +++ ++++ - +++ +++
23 POSITIVO POSITIVO +H++ +++++ ++ +H +H+
24 POSITIVO POSITIVO +HH+ +HH++ +HH+ ++ ++
5Cr | POSITIVO POSITIVO NR 4 + +t trt

1 — Pool de soros de alunos e funcionarios da UEL, 2 a 12 — Amostras de pacientes negativas para
PCM nos testes de IDRD e ELISA indireto, 13 a 24 — amostras de pacientes positivas para PCM, SCr
— Soro de coelho imunizado com gp43ANt. A intensidade das reagdes foi classificada em (+) a
(+++++) para as amostras com resultados positivos e (-) para as amostras que apresentaram
resultado negativo. NR — teste nao realizado.
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5 DISCUSSAO

A glicoproteina de 43 kDa (gp43) é o antigeno de P. brasiliensis
mais utilizado em testes soroldégicos para o diagnostico e estudo epidemioldgico da
PCM (Puccia et al., 1986;Costa et al., 2010; Oliveira et al., 2011). Embora a gp43
seja o antigeno especifico para PCM, pode apresentar reatividade cruzada com
antigenos de outros patégenos devido a porgéo carboidrato (Puccia e Travassos,
1991).

Dessa forma, a producdo de gp43 por meio da tecnologia do DNA
recombinante permite a produgdo da proteina em larga escala em sistemas
heterdlogos, facilitando o processo de padronizagcdo bem como a redugdo da
reatividade cruzada em ensaios sorologicos, uma vez que proteinas recombinantes
expressas em bactérias ndo s&o glicosiladas (Diniz et al., 2002).

Inicialmente neste trabalho, foi proposta a producao de trés tipos de
construgbes de gp43 retirando-se 20 aminoacidos das regides N-terminal e/ou C-
terminal na tentativa de obté-la na forma soluvel, porém s6 alcangamos sucesso na
producao de gp43 recombinante com dele¢cédo na extremidade N-terminal (gp43ANTt).
O gene truncado na regiao N-terminal da gp43 foi clonado em vetor pETTEV e a
proteina foi produzida na forma insoluvel por E. coli BL21 Rp e E. coli BL21(DE3),
demonstrando a dificuldade em obter proteinas soluveis em E. coli (Yokoyama,
2003; Gasser et al., 2008).

A cepa E. coli BL21(DE3) apresentou maior expressao da proteina
recombinante, sendo utilizada nas etapas subsequentes de purificacdo e
caracterizagdo da proteina. A gp43ANt apresentou massa molecular de
aproximadamente 50 kDa pois possui alguns aminoacidos do vetor fusionados a
proteina clonada.

A proteina gp43ANt foi avaliada quanto a similaridade com a gp43
nativa. Os testes de IDRD e Western blot revelaram que os anticorpos produzidos
pelo coelho imunizado com a proteina recombinante reconheceram a gp43 nativa
presente no exoantigeno de P. brasiliensis, indicando a presencga de epitopos em
comum entre os antigenos nativo e recombinante. A similaridade entre a proteina
nativa e recombinante também foi confirmada pelo Western blot utilizando-se lisado
celular de clone recombinante, no qual o soro de coelho imunizado com gp43 nativa

reconheceu a proteina gp43ANt presente no lisado celular.
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Varios trabalhos descreveram a producgao e caracterizagéo de gp43
recombinante com o objetivo de otimizar a produgao de antigenos mais sensiveis e
especificos para o imunodiagnostico da PCM (Cisalpino et al., 1996; Diniz et al.,
2002; Carvalho et al., 2008). A proteina gp43 recombinante na forma soluvel s6 foi
possivel quando clonada em P. pastoris, porém apresentava a por¢ao carboidrato
que precisou ser retirada para eliminar reagdes cruzadas (Carvalho et al., 2008).

Cisalpino e colaboradores (1996) clonaram determinadas por¢des da
gp43 em E. coli e analisaram a reatividade das proteinas obtidas utilizando-se soros
de pacientes diagnosticados com PCM. A regido interna da molécula,
correspondendo aos aminoacidos 110 a 272, e a regiao C-terminal, composta pelos
aminoacidos 288 a 411, reagiram fortemente com os soros no teste de immunoblot.
Essas regides nado foram retiradas da proteina recombinante gp43ANt obtida neste
trabalho.

Diniz e colaboradores (2002) clonaram o gene da gp43 em E. coli e
avaliaram a reatividade da molécula processada (com delecdo de 35 aminoacidos
na regidao N-terminal) e de fragmentos da proteina recombinante (regido N-terminal,
sequéncia interna da proteina e regidao C-terminal) com soros de pacientes com
PCM. Neste estudo foi verificado que a gp43 na forma processada foi reconhecida
por todos os soros analisados e a maioria das amostras reagiu com a porgéo C-
terminal. Também foi sugerido que as regides mais antigénicas estdo localizadas
entre 0os aminoacidos 222 e 228, 259 e 264 (encontrados na parte interna da
molécula) e principalmente entre os aminoacidos 356 e 364, presente na regiao C-
terminal. Essas regides foram mantidas na proteina gp43ANt descrita neste estudo.

Inicialmente, a proteina recombinante gp43ANt purificada foi
avaliada por meio do método de ELISA indireto com o objetivo de verificar se os
anticorpos presentes nos soros de pacientes com PCM, reconheceriam a proteina
obtida. O coeficiente de correlacéo (r = 0,768) entre as absorbéncias com gp43
nativa e recombinante demonstrou que a proteina nativa apresenta alguns epitopos
que estdo ausentes no antigeno recombinante ou estao inacessiveis aos anticorpos
devido a conformacdo da gp43ANt insoluvel, apdés purificacdo em condi¢des
desnaturantes.

Todos os soros positivos demonstraram alta reatividade com o
antigeno nativo e recombinante pelo teste de ELISA indireto, porém, por ser um

método com elevada sensibilidade, foi observada reacdo positiva em soros
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considerados negativos pela IDRD. As amostras negativas que reagiram com gp43
nativa e recombinante no ELISA eram provenientes de pacientes que haviam sido
tratados para PCM e portanto ainda apresentavam anticorpos anti-gp43 em
concentracdes que nao foram detectadas pela IDRD.

Puccia e Travassos (1991) observaram que os soros de pacientes
com PCM reconhecem preferencialmente a regidao peptidica da gp43 e que
alteragdes na estrutura da proteina eliminam a reatividade com soros positivos,
indicando que os anticorpos especificos a gp43 reconhecem predominantemente
epitopos conformacionais do antigeno. A deglicosilagdo da proteina, insolubilidade,
desnaturagdao para analise em SDS-PAGE e blotting podem modificar a
conformacgao e influenciar no reconhecimento da proteina pelos anticorpos (Diniz et
al., 2002).

A proteina obtida neste trabalho demonstrou bons resultados
quando avaliada por Western blot utilizando lisado celular de clone recombinante. As
amostras de pacientes com PCM que reconheceram de forma intensa a proteina
apresentaram as maiores D.O. no ELISA com gp43ANt e com gp43 nativa. Nao foi
detectada reagao utilizando-se soros de pacientes negativos para PCM e pool de
soros de doadores saudaveis. Esses resultados sugerem que os anticorpos
reconhecem regides semelhantes entre a proteina nativa e recombinante.

No entanto, trés amostras positivas (amostras n°® 13, 20 e 21) néo
reagiram com o antigeno recombinante no Western blot. Provavelmente, os
anticorpos presentes nessas amostras reconhecem epitopos conformacionais que
nao estado presentes na proteina recombinante ou perderam-se durante o preparo da
amostra para eletroforese, pelo aquecimento e acdo desnaturante do SDS presente
no tampao de amostra.

A delecao da regiao N-terminal da gp43 né&o resultou na produgao da
proteina recombinante na forma soluvel. A expressao de proteinas recombinantes
sob a forma de corpos de inclusdo gera proteinas insoluveis, incapazes em atingir
sua conformacgao nativa, diminuindo a reatividade com anticorpos especificos
(Puccia e Travassos, 1991; Diniz et al., 2002; Yokoyama, 2003). A remocéao dos 20
aminoacidos iniciais para producdo da gp43ANt n&o retirou as regides mais
antigénicas conforme descrito anteriormente (Cisalpino et al., 1996; Diniz et al.,
2002), porém, pode ter resultado em alteragcdo na conformagédo da proteina e

consequente perda de epitopos conformacionais.
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O ensaio imunoenzimatico por dot blot tem sido avaliado como
alternativa para o diagndstico da PCM humana e no monitoramento dos pacientes
em tratamento. A gp43 nativa mostrou-se util no sorodiagnéstico da PCM por dot
blot, no entanto, foram observadas reag¢des falso-positivas com outras micoses e
com soros de doadores saudaveis. Apds eliminagao da porgao carboidrato da gp43
através do tratamento com metaperiodato de sodio, obteve-se 100% de
sensibilidade e especificidade (Taborda e Camargo, 1994).

Carvalho e colaboradores (2008) avaliaram a aplicabilidade de
isoformas recombinantes de gp43 obtidas em P. pastoris pelo método de dot blot.
Foi verificada reacdo cruzada com outras micoses, a qual foi eliminada apds
deglicosilagdo do antigeno ou quando os soros foram testados a diluicdo de 1:1.000.
No presente trabalho, ndo foi detectada reacdo com a proteina gp43ANt em soros
negativos nos testes de Western blot e dot blot pois esta ndo apresentava a porgao
carboidrato.

O dot blot € um método de simples execucdo, que nao requer
equipamentos para a leitura e fornece resultados mais rapidos (cerca de 3 h) em
relacdo a IDRD, a qual necessita 48 h para obtengcdo de resultados (Taborda e
Camargo, 1994). Portanto, optou-se por avaliar a utilizagdo do antigeno
recombinante produzido para o diagnéstico de PCM humana através da técnica de
dot blot.

Quando avaliada por dot blot a diluicdo de 10ug/mL, a proteina
recombinante ndo mostrou correlacdo com a gp43 nativa. Foi observado que as
amostras que nao reconheceram ou que apresentaram reagao fracamente positiva
com a proteina recombinante demonstraram forte reacdo com a gp43 nativa no
mesmo método. Sendo assim, utilizando-se um teste que apresenta sensibilidade
inferior em relacdo ao ELISA indireto, como o dot blot, ficou evidente a diferencga
entre o reconhecimento da proteina nativa e recombinante pelos soros positivos.

Aumentando-se a quantidade de proteina recombinante no dot blot
observaram-se melhores resultados com os soros positivos. Além disso, 0s soros
negativos ndo apresentaram reatividade mesmo utilizando-se a proteina em altas
concentracdes. No entanto, ainda nao foi possivel obter resultados que diferenciasse
as amostras positivas das negativas com o antigeno recombinante.

Os melhores resultados utilizando-se a proteina recombinante no

teste dot blot foram obtidos ao emprega-la a concentracdo de 80ug/mL e
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aumentando o tempo de reagdo com o soro para 2 h. Nessas condi¢oes, 100% das
amostras positivas reconheceram o antigeno recombinante e apresentaram reacdes
semelhantes as obtidas com gp43 nativa. Portanto, € possivel a utilizagdo da
gp43ANt no diagnostico de PCM humana, uma vez que apresentou correlagdo com
os resultados obtidos pela IDRD.

A IDRD é um método menos sensivel, porém mais especifico,
amplamente utilizado no diagnodstico da PCM e monitoramento dos pacientes em
tratamento. Na maioria dos casos, apresenta correlacédo entre titulo de anticorpos e
remissdao da doenga, porém alguns pacientes com sintomas clinicos da doenga
podem apresentar baixa producdo de anticorpos. Deste modo, € necessaria a
avaliacdo conjunta de aspectos clinicos, radioldégico, micolégico e sorolégico na
pratica clinica para detecgdo de doencga ativa ou cura do paciente (Camargo, 2008;
Wanke e Aidé, 2009).

O tratamento eficaz do paciente com PCM é acompanhado de
diminuicdo nos niveis de anticorpos circulantes anti-gp43 e pela restauragdo da
imunidade celular (Mendes-Giannini et al., 1990; Diniz et al., 2002). Neste estudo,
duas amostras (n° 18 e 24) coletadas de um paciente com PCM aguda em um
intervalo de 6 meses, demonstraram reducéo na produgao de anticorpos especificos
anti-gp43 refletindo em diminui¢cdo da reatividade nos testes de ELISA indireto e dot
blot com gp43 nativa e recombinante e no Western blot com lisado celular de clone
recombinante. Semelhantemente, foi observada redugcao no titulo de anticorpos na
IDRD, apresentando similaridade com os resultados de dot blot utilizando a proteina
recombinante.

A proteina obtida ndo apresentava a porcao carboidrato e estava na
forma insoluvel, resultando em alteragdo em sua conformacdo e diminuicdo de
epitopos acessiveis aos anticorpos. Sendo assim, justifica-se a necessidade de
utiliza-la em maior concentracdo. Além disso, elevando o tempo de incubagdo com
as amostras para 2 h aumentou a probabilidade dos anticorpos reagirem com o
antigeno.

Neste estudo foi demonstrado que a proteina recombinante gp43ANt
pode ser empregada no diagnéstico da PCM humana por dot blot. Os resultados
apresentados foram semelhantes aos obtidos com gp43 nativa e demonstraram
100% de correlagdo com a IDRD em distinguir pacientes doentes de pacientes

tratados.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel clonar e expressar a gp43ANt em E. coli, obtendo-se
bom rendimento em sua purificacdo por coluna de afinidade em condi¢cdes
desnaturantes. Apesar de ter sido obtida na forma insoluvel, foi possivel utiliza-la no
imunodiagnostico da PCM em humanos.

A proteina recombinante gp43ANt apresentou epitopos em comum
com a gp43 nativa e foi reconhecida por soros de pacientes com PCM.

O método de dot blot com proteina recombinante gp43ANt mostrou-
se util no diagnéstico da PCM humana, apresentando correlagdo com os resultados

obtidos por IDRD, método de elei¢do para o diagndstico desta micose.
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