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Resumo

A proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) é uma
enzima essencial na via da glicolise e da gliconeogénese, catalisando a
fosforilagdo oxidativa do substrato gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-
bifosfoglicerato na presenga de NAD" e fosfato inorganico, sendo também
capaz de catalisar a reacao inversa. A enzima é um homotetramero, tendo
monémeros com massa de 36 kDa. Além desta atividade, a proteina pode
ainda desempenhar outras fungdes importantes em varios processos celulares.
A partir da descricao da expressao diferencial do gene gpdh1 (GAPDH) do
fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae em condi¢cdes que mimetizam
a infeccao, desenvolvemos este estudo para caracterizar a sua possivel
participacdo em outros processos celulares. Diversas andlises foram realizadas
para caracterizar o gene gpdh1 e sua proteina cognata. Os padrbes de
expressao, tanto em nivel transcricional como em nivel protéico foram
avaliados sob condi¢cdes de regulacao fisiolégica, evidenciando um padrdo de
regulacao hierarquico em resposta as diferentes fontes de carbono adicionadas
a culturas do fungo. Utilizando 2D-SDS-PAGE, anti-soro anti GAPDH e
espectrometria de massas, identificamos isoformas de GAPDH sendo
expressas pelo fungo, sendo uma majoritaria. Com base nos relatos
encontrados na literatura de localizacao da proteina GAPDH na superficie
celular de diferentes patégenos, direcionamos o trabalho no sentido de verificar
a localizagdo sub-celular da GAPDH em Metarhizium. Utilizando técnicas de

imuno-microscopia, mostramos a localizagcdo na superficie celular dos
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diferentes estagios de desenvolvimento do fungo. Mostramos também que a
GAPDH localizada na superficie celular mantém a sua atividade enzimatica.
Utilizando ensaios de adesao de conidios de M. anisopliae em asas de insetos
(Dysdercus peruvianus), mostramos que a GAPDH pode desempenhar uma
funcdo importante no processo de adesdo do fungo na superficie do
hospedeiro. Este trabalho descreve pela primeira vez a presenca de isoformas
de GAPDH, a sua localizacao na superficie celular e sua possivel participacao

na adesao ao hospedeiro.
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Abstract

GAPDH is essential in glycolysis and gluconeogenesis pathways and
catalyzes the oxidative phosphorylation of glyceraldehyde-3-phosphate into 1,3-
biphosphoglycerate in the presence of nicotinamide adenine nucleotide (NAD™)
and inorganic phosphate, as well as the reverse reaction. The enzyme is an
homotetramer of 36 kDa subunits. GAPDH has other important roles in various
cellular processes. The gene gpdh1 (GAPDH) was found to display differential
expression during growth of the entomopathogenic fungus Metarhizium
anisopliae cultured in conditions mimicking host infection. This led us to search
for other possible functions of the GAPDH in the fungus. Therefore, we
characterized the expression patterns of GAPDH, both at the transcription and
protein level; we characterized isoforms of the protein; we immunolocalized
GAPDH in different cell types and assayed its participation in adhesion to host
surface. The expression of transcripts and GAPDH is hierarchily regulated by
the carbon source available in the cultures (glucose, glycerol, ethanol and
complex substrates, such as chitin and cuticle). By using 2D-SDS-PAGE, anti-
GAPDH serum and mass spectrometry, isoforms of the protein were detected.
As GAPDH has been reported at cell surface of pathogenic microorganisms, we
directed efforts to localize GAPDH in Metarhizium. By using immunomicroscopy
we showed the presence of GAPDH at the surface of the different
developmental cell types of the fungus. We have also shown that the GAPDH at
cell surface has enzyme activity. In adhesion assays, using Metarhizium conidia
and insect wings (Dysdercus peruvianus), we showed that the GAPDH may be
important during the adhesion step of the fungus to the host during infection. In

this work, for the first time, we show that GAPDH from Metarhizium anisopliae
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has isoforms; that the active GAPDH is present at the fungal cell surface and is

probably important for fungal to host adhesion.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o conceito de uma proteina com uma unica fungdo vem
sendo substituido em pelo acumulo de dados sobre proteinas que apresentam
mais de um papel. Devido as suas caracteristicas multifuncionais, estas
proteinas sdo conhecidas como proteinas moonlighting (termo cunhado por
Constance Jeffery em 1999), as quais por natureza, apresentam pelo menos
duas fungdes diferentes em apenas uma uUnica sequéncia de residuos de
aminoacidos (Jeffery, 1999, Wolff & Arnau, 2002, Larsen, et al., 2004).

O processo de infeccao do fungo filamentoso Metarhizium anisopliae em
seus hospedeiros artropodes esta bem descrito e € um dos principais focos de
investigacdo deste sistema patdgeno-hospedeiro. Durante a procura por
sequéncias de M. anisopliae expressas diferencialmente no processo de
infeccdo, um gene com identidade a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH 1.2.1.12) de ort6logos intimamente relacionados a M. anisopliae foi
identificado e apresentou regulacdo positiva de sua expressao (Dutra, et al.,
2004). A identificacdo do gene como pertencente a um grupo de sequéncias
positivamente expressas foi recebido com surpresa e desconfianga frente a
literatura majoritariamente  disponivel no momento da identificacao.
Popularmente caracterizada como uma enzima ou gene housekeeping (ou de
manutenc¢do), a proteina GAPDH sempre foi conhecida pelo seu emprego
como controle no estudo da expressdo de genes regulados devido ao seu
padrdao de expressao considerada constitutiva. Da mesma forma, o uso da

sequéncia regulatéria promotora do gene para dirigir a expressao homéloga e



heter6loga de proteinas sempre encontrou justificativa no forte padrao de
expressao emprestado a toda fase de leitura mantida sob a sua regulagao.
Entretanto, um namero reduzido de trabalhos atribuia, na época em que
a sequencia relativa a GAPDH foi identificada em Metarhizium a partir de
analise diferencial por Dutra et al., (2004), a proteina GAPDH outras funcoes e
localizacbes até entdo nado identificadas. Com o avanco dos estudos, a
caracteristica multifuncional da proteina mostrou-se merecedora de um extenso
numero de publicagdes. Um grande numero de artigos cientificos classifica a
proteina GAPDH como uma proteina moonlighting, ou seja, uma proteina
multifuncional ou que apresenta outras funcées que aquelas “tradicionalmente”
descritas. Possiveis alteragdes no padrao de expressao desse gene poderiam
levar a pressupor que, também em M. anisopliae, a enzima GAPDH possa ter
funcéo importante na capacidade do fungo em adaptar-se a algumas condigcdes
metabolicamente desfavoraveis, assim como ter alguma funcdo no processo de
infeccdo no hospedeiro artrépode. Assim, neste trabalho estudamos
caracteristicas de regulacao do gene codificando GAPDH de M. anisopliae,

bem como caracteristicas da proteina.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Proteinas multifuncionais

Com o desenvolvimento da era gendémica, a partir de meados da década
de 90, um grande numero de sequéncias de genes tornou-se rapidamente
disponivel. O préximo grande “gargalo” a frente da corrida genémica, e que até
a atualidade é enfrentado com dificuldade, é a determinacdo da funcédo das
proteinas codificadas e também como todas as proteinas codificadas no
genoma “orquestram” a complexidade de uma célula viva.

Muitas das funcbes das proteinas podem ser inferidas a partir de
fungcbes ja conhecidas de proteinas ort6logas. Entretanto, a existéncia de
proteinas multifuncionais torna a interpretacao complexa, mas, sobretudo, nos
coloca em contato com uma fascinante complexidade de interagdes entre os
varios componentes que regem o funcionamento dos sistemas. A classe de
proteinas multifuncionais nao inclui proteinas cujas diversas fungdes sao o
resultado da fusdo de genes, familias de proteinas homdlogas, derivagdes por
variagao no splicing ou atividade promiscua de enzimas. A classe também nao
inclui proteinas que tém a mesma fungdo em diferentes tipos celulares ou em
diferentes sub localizacbes celulares.

Os primeiros exemplos de proteinas multifuncionais foram descritos no
final da década de 80, quando Piatigorsky e Wiston (Piatigorsky & Wistow,
1989) observaram que certas proteinas estruturais encontradas no cristalino
dos olhos de vertebrados, conhecidas como cristalinas, eram na verdade

proteinas conhecidas por possuirem outras fungcdes previamente descritas. Por



exemplo, a proteina encontrada nos patos, ¢-cristalina, foi identificada como
uma lactato desidrogenase (Hendriks, et al., 1988), enquanto a proteina t-
cristalina de tartarugas é também a enzima glicolitica a-enolase. O papel
metabdlico dessas enzimas no cristalino, onde elas se acumulam em altas
concentragdes, é desconhecido (Wistow, et al., 1988). Mas a observacdo mais
importante é de que algumas proteinas cristalinas sao paralogos
enzimaticamente inativos dessas enzimas. Para descrever o fendmeno da
multifuncionalidade, Piatigorsky inicialmente convencionou chamar o mesmo de
compartilhamento génico, que hoje, como ja mencionado acima, é conhecido
pelo nome de moonlighting, em analogia as pessoas que possuem multiplos
empregos. As proteinas multifuncionais sdo muitos especiais por terem a
capacidade de executar funcbes autbnomas, frequentemente nao relacionadas,
e que nao sao particionadas em diferentes dominios da proteina. Portanto,
proteinas que possuem multiplas fungdes como resultado de fusao génica sao
excluidas. O mesmo é verdade para proteinas que sao resultado de diferentes
variantes de splicing do mesmo gene. Outro critério importante utilizado na
caracterizagcdao de proteinas multifuncionais é a independéncia das funcoes,
onde a inativacdo de uma das fun¢des, por mutacao, por exemplo, ndo afetaria
a funcado secundaria e vice-versa. A multifuncionalidade das proteinas nao
pode ser confundida com efeitos pleiotropicos, os quais geralmente resultam da
inativacdo de uma Unica funcdo envolvida em multiplos processos celulares,
por exemplo, proteinas que interagem com multiplos componentes em
diferentes rotas, ou ainda uma enzima que é importante em diferentes vias
metabdlicas. Ao contrario disto, as proteinas multifuncionais executam

multiplas fungdes, as quais diferem mecanisticamente umas das outras.



Outras proteinas multifuncionais foram encontradas com envolvimento
em funcbes celulares e rotas bioquimicas importantes para o cancer e para
outras doencas, assim como em funcdes fisiolégicas basicas como na
mobilidade celular, na angiogénese, no transporte transmembrana, na sintese
ou reparo de DNA, na, estrutura da cromatina e do citoesqueleto e no
metabolismo de proteinas, aminoacidos, sacarideos e lipideos (Gurney, et al.,
1986, Gurney, et al., 1986, Faik, et al., 1988). Um maior conhecimento sobre
esta classe de proteinas multifuncionais pode ajudar a compreender quais tipos
de proteinas poderiam apresentar uma segunda funcdo, sendo Util na
determinacao da funcdo de milhares de proteinas identificadas nos genomas
sequenciados. Esta determinagédo pode ser importante também na selecao de
proteinas alvo para o desenvolvimento de drogas; por exemplo, em casos
aonde seria necessario inibir apenas umas das funcées de uma proteina
multifuncional, pois a perda de uma funcao primaria poderia levar a toxicidade.

A funcédo das proteinas pode variar como consequéncia da alteracao na
sua localizacdo celular, no tipo celular, no estado oligomérico ou na
concentracdo celular de um ligante, substrato, cofator ou produto. Estes
diferentes mecanismos ndao sdo mutuamente exclusivos e, em muitos casos, a
proteina pode utilizar uma combinagcdo de métodos para alternar entre as suas
diferentes fungdes. A mesma proteina pode executar duas diferentes fungdes
em diferentes locais dentro da célula. A proteina PutA de Escherichia coli, por
exemplo, possui atividade de prolina desidrogenase e atividade de pirrolina-5-
carboxilato desidrogenase quando esta associada a membrana plasmatica,

mas nao possui atividade enzimatica e liga-se a DNA como um repressor



transcricional quando presente no citoplasma (Ostrovsky de Spicer & Maloy,
1993, Muro-Pastor, et al., 1997).

Outras proteinas podem apresentar uma fungao no interior da célula e
outra funcado no espaco extracelular. A fosfoglicose isomerase é uma enzima
citosolica ubiqua que catalisa o segundo passo da via glicolitica, a
interconversao de glicose 6-fosfato em frutose 6-fosfato. Entretanto, a proteina
também é secretada e possui pelo menos outras quatro funcdes adicionais;
incluindo atividade de neuroleucina (Chaput, et al., 1988, Faik, et al., 1988),
que, na verdade, possui duas outras funcbes: € uma citocina que causa
maturacao de células B em células secretoras de anticorpos (Gurney, et al.,
1986) e um fator de crescimento do sistema nervoso que promove a
sobrevivéncia de alguns neurbénios embrionarios e alguns nervos sensoriais
(Gurney, et al, 1986). Em adicdo a estas funcoes, a fosfoglicose
isomerase/neuroleucina, € a mesma proteina possuindo fungcao de um fator de
motilidade autécrino (AMF), uma citocina que estimula a migracdo celular
(Watanabe, et al., 1996). Finalmente, a proteina € também um mediador da
diferenciacdo e da maturacdo que pode causar a diferenciacdo de algumas
células em células mieldides leucémicas.

A timidina fosforilase também possui fungdes diferentes dentro e fora da
célula (Furukawa, et al., 1992). No citoplasma, ela catalisa a desfosforilacéo da
timidina, desoxiuridina e seus analogos a suas bases e 2-desoxiribose 1-
fosfato. No fluido extracelular, ela é um fator de crescimento endotelial derivado
de plaquetas, que estimula o crescimento de células endoteliais e estimula a

guimiotaxia.



Uma mesma proteina pode também possuir diferentes fungcées quando é
expressa em diferentes tipos celulares. A neuropilina, por exemplo, é um
receptor de superficie celular em células endoteliais que detecta fatores de
crescimento vasculares endoteliais indicando quando novas células
sanguineas sdo necessarias (Soker, et al.,, 1998). Nos ax6nios de nervos, ela é
novamente um receptor de superficie celular mas detecta um ligante diferente,
semaforina lll, ajudando a direcionar os axénios para seus destinos.

Algumas proteinas apresentam uma atividade enzimatica como
monOémero e outras como multimero. A subunidade de 37 kDa da enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase humana, por exemplo, € uma enzima
glicolitica que, como tetrdmero converte gliceraldeido-3-fosfato a 1,3-
difosfoglicerato. Como um monémero, ela € uma uracil-DNA glicosilase nuclear
(Meyer-Siegler, et al., 1991). Esta atividade é importante para remover uracil
que esta presente no DNA devido ao uso acidental de desoxi UTP durante a
sintese de DNA ou deaminacéao de residuos de citosina.

A funcédo de uma determinada enzima pode ser alterada pela quantidade
de substrato, ligante ou cofator disponivel. A proteina PutA mencionada
anteriormente liga-se a membrana quando a concentracdo do substrato
(prolina) é alta, mas liga-se a DNA quando as concentragdes do substrato
diminuem (Ostrovsky de Spicer & Maloy, 1993). O estado oligomérico da
proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (uracil-DNA glicosilase nuclear)
¢ influenciado pela concentragdo de ATP celular, NAD" e da prépria proteina.
Aconitase € uma enzima dependente de ferro que possui atividade catalitica
apenas quando as concentragdes de ferro celular sdo altas. Quando as

concentragdes de ferro diminuem a proteina aconitase perde seu grupamento



4Fe-4S e sua atividade catalitica, ganhando um novo papel como elemento
responsivo a ferro (IRE)-binding protein (IRE-BP) (Kennedy, et al., 1992).

Algumas cadeias polipeptidicas de proteinas multifuncionais formam
subunidades que podem possuir funcdes alternativas. A enzima carbinolamina
desidratase € um exemplo. Ela € uma enzima importante no metabolismo do
figado, convertendo 4a-hidroxitetraidobiopterina a dihidrobiopterina quinondide,
e é também cofator de dimerizacdo DCoH, o qual regula a atividade DNA
ligante do fator de transcricio HNF-1a (fator nuclear hepatico 1a). Outro
exemplo interessante é a proteina tioredoxina de Escherichia coli, a qual é
importante na sintese de desoxiribonucleotideos (auxilia na reducado de
ribonucleosideo difosfato a desoxiribonucleotideo difosfato). Essa mesma
proteina é recrutada pelo fago T7 onde desempenha fungcdo como subunidade
de uma DNA polimerase heterodimérica (Mark & Richardson, 1976).

Algumas proteinas tém uma atividade e em adicdo servem como
reguladoras de proteinas com atividade semelhante. O regulador de
condutancia-transmembrana da fibrose cistica € tanto um canal de cloreto
dependente de AMP ciclico, como também um regulador de um canal de sédio
epitelial (Hardy, et al, 1995). De forma semelhante, o transportador
transmembrana glicoproteina-P de resisténcia a multiplas drogas regula canais
idbnicos que respondem ao turgor celular (Luckie, et al., 1994).

Algumas enzimas biosintéticas ou catabdlicas regulam sua prépria
transcricdo frente a disponibilidade da enzima, do substrato ou do produto
presente. Timidilato sintase, por exemplo, se liga uma alga da proteina na
regiao 5 nao traduzida de seu proprio mRNA inibindo a traducao (Chu, et al.,

1991). A proteina PutA apresenta a propriedade de detectar quando a



concentracdo do substrato utilizado por ela € limitante e de prevenir a
transcricdo do gene putA. O produto do gene birA de E. coli é uma biotina-
holoenzima sintase, que sintetiza biotinila-5’-adenilato, quando ha biotinila-5’-
adenilato suficiente no citoplasma, a proteina funciona como um repressor do
operon Bio (Barker & Campbell, 1981).

A proteina ARGONAUTA4 (AGO4) apresenta duas funcbes separadas
na metilacdo RNA-dirigida de DNA (Qi, et al, 2006). A sua funcdo mais
conhecida é como uma enzima que cliva moléculas de RNA para produzir
siRNA, entretanto, ela possui uma fungdo secundaria ndo catalitica pouco
conhecida de dirigir o remodelamento da cromatina em locus especificos. A
afirmacao de que as duas funcbes sao independentes € suportada pela
observacdo que mutacbes em residuos de aminoacidos do sitio catalitico
resultam em uma proteina sem atividade hidrolitica que, entretanto, néo
apresenta perda de sua atividade nao catalitica.

Na bactéria Pseudomonas aeruginosa, uma nova funcao na evasao do
sistema imune e na invasao do tecido do hospedeiro foi descoberta para o fator
de alongamento da tradugdo fuf (Kunert, et al., 2007). No citosol, tuf
desempenha sua funcdo primaria como fator de alongamento de cadeia,
entretanto, a proteina é também encontrada na superficie da célula onde
funciona como receptor para duas proteinas plasmaticas do hospedeiro, fator H
e plasminogénio, as quais sdo usadas para subverter o sistema, através da
evasao do sistema imune e da invasao do tecido, respectivamente. O fator H é
um cofator plasmatico da serino protease fator 1, o qual é necessario para
degradacao da proteina C3b do sistema complemento do hospedeiro. Desta

forma o fator H evita a inducéo da ativacdo do sistema complemento, evitando



a destruicao da bactéria. Quando tuf liga-se ao plasminogénio este é ativado a
plasmina, que, por sua vez, auxilia na degradagdo da matriz extracelular do
hospedeiro, 0 que permite a invasao do tecido e disseminacao do patdgeno.

Estudos recentes indicam que a proteina retindide e hidroxi-esterdide
desidrogenase/redutase, hRoDH-E2, também desempenha no nucleo a funcao
de repressor transcricional (Markova, et al, 2006). hRoDH-E2 regula
negativamente a atividade do promotor da regido cis que interage afetando a
quantidade de acetilagdo e desacetilacdo de histonas préximas ao sitio de
inicio da transcricao, possivelmente agindo no recrutamento ou atividade de
histonas acetilases e desacetilases. A funcdo de repressor transcricional
independe da atividade de seu sitio ativo, uma vez que mutagdes dirigidas
nesta mesma regidao da proteina geram proteinas que mantém sua capacidade
em reprimir a atividade do promotor com o qual interagem.

Huang et al., (2006) utilizaram mutagénese e ensaio de atividade para
demonstrar que a proteina La, previamente descrita por efetuar diferentes
atividades na maturacao de tRNA, desempenha diferentes fungdes. O dominio
em hélice de La liga-se a UUU-OH 3’ do RNA protegendo a extremidade 3’ do
RNA da digestdo. Outro dominio, RRM1, com dominios hélice e folhas beta
também sdo necessarios em uma segunda funcao de chaperona assistindo ao
folding do RNA.

FAGOGAT € descrita como uma subunidade da enzima SQDf1
(Shimojima, et al, 2005). Em cloroplastos de espinafre, ela catalisa a
transferéncia de sulfito para glicose-UDP na biosintese do sulfolipideo

sulfoquinovosildiacilglicerol. FAGOGAT ¢é considerada como uma enzima
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multifuncional porque o seu cofator FMN (flavina mononucleotideo) liga-se a
sulfito e pode possivelmente ser a fonte de sulfito para a enzima SQD1.

Uma funcao adicional foi encontrada por Chen et al., (2005) para a
proteina mitocondrial do ciclo do acido citrico, a aconitase. Os autores
encontram a aconitase no nuclebide compondo um complexo proteina-DNA
gue contem DNA mitocondrial e é essencial para a manutencdo do mtDNA sob
certas condigdes de crescimento. Eles demonstraram que mutagcdes em uma
cisteina que coordena o grupamento ferro-enxofre (4Fe-4S), o qual é um
cofator necesséario para a fungcdo catalitica da enzima, ndo afetam a nova
funcdo atribuida a ela. Sendo assim, a atividade catalitica ndo é necessaria
para a funcao adicional da enzima. Os autores propdem que a utilizacdo da
aconitase pelo sistema poderia ajudar a célula a coordenar alguns sinais
metabdlicos a manutencdo do mtDNA, e que talvez os nuclebdides de mtDNA
poderiam assumir multiplos estados que dependeriam das condicbes
metabdlicas da célula. A aconitase ajudaria coordenando sinais metabdlicos a
manutencdo do mtDNA em células nao reprimidas, e que outra proteina, Abf2p,
poderia ser importante para a manutencdo do mtDNA em células reprimidas
por glicose.

A enzima enolase catalisa a desidratacdo do 2-fosfoglicerato a
fosfoenolpiruvato. Entelis e coautores (Entelis, et al.,, 2006) observaram que a
proteina auxiliaria na importacao de tRNAsLys para a mitocdndria ajudando na
formacao de um complexo preMskip-tRNA. A enolase parece participar na
formacao do complexo sem fazer parte do mesmo. Os autores sugerem que a
enolase teria a funcdo de uma chaperona com atuacao nas moléculas de RNA,

e que auxiliaria os RNAs a obterem a conformagéo correta para interagdo com
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suas proteinas alvo, ou atuariam estabilizando a conformagdo do RNA.
Mutacdes afetando a fungédo catalitica da enolase nao afetaram sua funcéo

secundaria.

Abaixo segue uma tabela com alguns exemplos de proteinas

multifuncionais (Tabela 1).
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Tabela 1. Proteinas multifuncionais

Nome Funcao primaria Funcao secundaria Referéncia
PutA Prolina desidrogenase. Repressor transcricional. (Ostrovsky de Spicer & Maloy, 1993, Muro-Pastor, et al.,
1997).
ARGONAUTA4 Cliva transcritos de RNA para Direciona fatores de (Qi, etal., 2006).
produzir siRNAs. remodelamento da cromatina para
locus alvo.
Ubp6 Desubiquitinacdo  de  cisteino Atrasa a degradacado de proteinas (Hanna, et al., 2006).
proteases. ubiquitinadas pelo proteassoma.
Fosfoglicose Enzima glicolitica. Neuroleucina, autdcrino fator de (Chaput, et al.,, 1988, Xu, et al., 1996).
isomerase motilidade, mediador de
diferenciacdo e maturacao.
Tuf Fator de alongamento da tradugédo. Receptor para proteinas do (Kunert, et al., 2007).

Timidina fosforilase Desfosforilacado da timidina.

hRoDH-E2 Desidrogenase / redutase.

Neuropilina Receptor de superficie de células
endoteliais.

Proteina La Protege o RNA contra a digestao
na extremidade 3’.

Aconitase Enzima ferro dependente

cPrxI Peroxidase.

Carbinolamina Metabolismo da fenilalanina no

hospedeiro.

Fator de crescimento endotelial
derivado de plaquetas.

Repressor transcricional.

Receptor para semaforina lll.

Chaperona de dobramento de
RNA.

Elemento ferro responsivo que atua
em sequencias regulatérias
Chaperona.

Co-fator de dimerizagao (DCoH)

(Furukawa, et al., 1992).

(Markova, et al., 2006).
(Soker, et al., 1998).

(Huang, et al., 2006).

(Kennedy, et al., 1992, Basilion, et al., 1994).

(Jang, et al., 2004).
(Citron, et al., 1992).
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desidratase figado.

E. colitioredoxina Sintese de desoxiribonucleotideos.  Subunidade da DNA polimerase de (Mark & Richardson, 1976).

|
N

E.coli receptor de Quimiotaxia. Receptor maltose ligante. (Wolff & Parkinson, 1988, Mowbray & Koshland, 1990).

aspartato

PMS2 Enzima ubiquota de reparo de Hipermutagdo das cadeias dos (Cascalho, et al., 1998).

erros. anti-soros.

Proteinas Estrutura dos ribossomos. Reparo de DNA, reguladores (Wool, 1996).

ribossdémicas traducionais, reguladores de

desenvolvimento, etc.

Cristalinas dos olhos  Estrutura dos olhos. Choque térmico, lactato (Piatigorsky, 1998).
desidrogenase,  argininosucinato,
retinaldeido desidrogenase, liase,
enolase, quinona  oxiredutase,
GAPDH, etc.
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CFTR Canal de cloro dependente de AMP  Regulador de outros canais (Stutts, et al., 1995).

ciclico. anibnicos epiteliais.

Glicoproteina P Transportador transmembrana de Regulador do turgor celular (Luckie, et al., 1994, Hardy, et al., 1995)
resisténcia a multiplas drogas. mediado por canais idnicos.

Aconitase Aconitase. Proteina mRNA ligante. (Dupuy, et al., 2006, Walden, et al., 2006)

citoplasmatica,

Biotina sintase birA Holoenzima biotina sintase.

Repressor do operon Bio.

(Barker & Campbell, 1981).

FtsH Auxilia o transporte de proteinas Metaloprotease. (Piatigorsky, 1998).

atraves da membrana.




2.1.1 Proteinas multifuncionais em leveduras

Embora as proteinas multifuncionais estejam presentes nos mais
diferentes organismos, aquelas encontradas em eucariotos superiores
ganharam mais atencao devido as implicagdes que a multifuncionalidade pode
ter em degeneracdes de alguns genes copia Unica, cujos sintomas ou fenétipo
ndao podem ser correlacionados diretamente com o gendtipo relevante.
Entretanto, a facilidade da manipulacdo genética de alguns eucariotos
inferiores, como as leveduras, acabou levando a um maior estudo das
proteinas multifuncionais nestes microrganismos.

S. cerevisiae possui trés enzimas fosforiladoras de glicose: duas
hexoquinases e uma glucoquinase. Entretanto, durante o desenvolvimento da
levedura em cultivo com glicose, a hexoquinase predominate € a hexoquinase
2 (Hxk2) e é por isso responsavel pelo inicio do metabolismo intracelular da
glicose (Herrero, et al., 1995). A glicose leva a repressao da transcricao de um
grande numero de genes em leveduras através de um complexo processo
conhecido como repressdao por catabodlito de carbono, no qual ocorre a
interacdo de uma série de fatores e sinais (Gancedo, 1998, Carlson, 1999,
Johnston, 1999, Belinchon & Gancedo, 2007). Mutantes de S. cerevisiae para
hxk2 apresentam a repressao por catabdlito de alguns de seus genes, como
SUC2 e genes GAL, abolida (Zimmermann & Scheel, 1977).

Resultados demonstram que a proteina hexoquinase participa em
circuitos de regulagdo em S. cerevisiae. Ensaios de atividade enzimatica em
nucleos isolados, immunoblotting e distribuicdo da proteina Hxk2 fusionada a

GFP (Green Fluorescent Protein) demonstraram inequivocamente que, em
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leveduras cultivadas em presenca de 2 % a 4 % de glicose, cerca de 15 % da
Hxk2 encontra-se localizada no nacleo (Herrero, et al., 1998, Randez-Gil, et al.,
1998). Além disso, o peptideo com dez residuos de aminoacidos Lis® — Met™
de Hxk2, dispensavel para a atividade catalitica da enzima, é extremamente
importante para a enzima pela sua localizacdo nuclear e por mediar a
repressao de SUC2, HXK1 ou GLK1 (Herrero, et al., 1998, Rodriguez, et al.,
2001).

Foi demonstrada ainda a interacdo direta de Hxk2 com o repressor
transcricional Mig1, uma proteina com motivo dedo de zinco C.H.> que se liga
aos promotores de muitos genes que sofrem repressdo quando o
microrganismo se desenvolve em presenca de glicose, ressaltando a
importancia do decapeptideo Lis® — Met'® de Hxk2 na interacdo (Ahuatzi, et al.,
2004). A ligacao de Mig1 a Hxk2 é necessaria para a retencao de Hxk2 no
nucleo da célula, a qual apresenta padrao glicose dependente, o que pode ser
explicado pela dependéncia de glicose para a localizagcao nuclear de Mig1 (De
Vit, et al., 1997). Quando glicose esta presente sob baixas concentracées ou
estda ausente, Mig1 é fosforilada pela forma ativa de Snfl, uma proteina
necessaria para desrrepressdo dos genes reprimidos por glicose, e sua
fosforilacdo inibe a capacidade de repressdo de Mig1 (Treitel, et al., 1998,
Smith, et al., 1999). Uma vez fosforilada, Mig1 é exportada para o citosol, Hxk2
nao entra no nucleo, e a repressado é liberada. Sob altas concentracdes de
glicose, Hxk2 e Mig1 interagem no nucleo, sugerindo que o papel de Hxk2 na
repressdo da assimilacdo glicose pode ser o de bloquear a fosforilacao de
Mig1, possivelmente pela acao da proteina quinase Snf1 ativa, Hxk2 e Mig1

sao importantes também para evitar interferéncia de outras vias de sinalizagéo.
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Parece claro que a proteina Hxk2 exerce também a funcdo de elemento do
circuito regulatério da repressao por glicose de alguns genes em S. cerevisiae.

Betchet et al.,, (1970), utilizando metodologia de mutagénese para o
estudo da expressao de genes envolvidos com o metabolismo da arginina em
S. cerevisiae, descreveram um mutante para o gene Arg82, que apresentava
perda da capacidade repressora das enzimas da via de biossintese da
arginina, assim como auséncia de inducao da sua via de degradacao. Analises
posteriores do mutante demonstraram que a disrup¢dao do gene é capaz de
causar problemas para a célula como defeitos no desenvolvimento a 37 °C,
esterilidade em mating type MATa, fragmentacdo vacuolar, diminuicdo na
transcricdo de genes especificos de MATa e MATa e esporulacdo defectiva
quando a disrupcdo foi homozigética em dipldides (Dubois & Messenguy,
1994).

O vacuolo de leveduras é uma organela que participa em diversos
processos celulares, tais como resposta ao estresse osmatico, turnover de
proteinas, acumulacdo de aminoacidos, acumulacdo de polifosfatos ou de
compostos toxicos. Além disso, os vacuolos tém relagdo ativa com a
maquinaria de trafego vesicular (Klionsky, et al., 1990). A fusdo de vacuolos
pode ser de dois tipos: homotipica, onde vesiculas de mesma natureza sao
fundidas, e heterotipica, onde ocorre fusdo entre vesiculas de diferentes tipos.
Durante um estudo in vitro utilizando vesiculas homotipicas foi observado que
um complexo citosdlico de alta massa molecular era necessario para o
processo. Investigacbes posteriores por fracionamento das proteinas
envolvidas levaram a a identificacdo de uma enolase como integrante do

complexo (Decker & Wickner, 2006).
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A enolase é uma enzima encontrada em abundancia no citosol, onde
catalisa a interconversdo de 2-fosfoglicerato e fosfoenolpiruvato. Em S.
cerevisiae ha dois genes, ENO1 e ENO2, que codificam duas enzimas com >
90 % de identidade (Martin, et al, 1979). A adicdo de Enol1 e Eno2
recombinantes purificadas a uma reagao de fusao vacuolar in vitro estimulou a
fusdo de maneira dose dependente, demonstrando que a enolase é realmente
um estimulador, e ndo apenas um contaminante carreado com o fator de alto
peso molecular. Mutantes de S. cerevisiae com o gene ENO1 deletado e baixo
nivel de expressao de ENO2, apresentaram defeitos na estrutura dos vacuolos,
exibindo vacuolos fragmentados. Estes vacuolos também apresentam baixos
niveis de outras proteinas, sugerindo um papel da enolase no trafego de
proteinas (Decker & Wickner, 2006).

A variedade de proteinas e a diversidade de suas multifuncoes,
representam o amplo espectro de diferentes processos nos quais as proteinas
de leveduras originalmente identificadas como enzimas de metabolismo podem
atuar. A situacdo em leveduras ndo difere muito da situagcdo encontrada em
eucariotos superiores (Sriram, et al., 2005). O fato de que ha um nuimero maior
de casos descritos em S. cerevisiae do que para outras espécies de leveduras,
nao significa necessariamente que nestas o fendbmeno da multifuncionalidade
de proteinas seja menos frequente. Provavelmente, esta diferenca reflete tao
somente o fato de que S. cerevisiae foi mais extensivamente estudado do que

em outras espécies.
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2.1.2 A evolugao das proteinas multifuncionais

O fendbmeno de multifuncionalidade das proteinas levanta duas grandes
questdes: (1) como as proteinas multifuncionais surgiram durante a evolugao?
e (2) como o fenbmeno beneficia as células? (Jeffery, 1999). Varias enzimas
multifuncionais sdao enzimas ubiquas, por exemplo, enzimas glicoliticas. As
enzimas glicoliticas estdo presentes em eucariotos, bactérias e archaea, e
provavelmente fazem parte da maquinaria destas células ha bilhdes de anos,
tempo suficiente para empregar tais enzimas em funcdes adicionais.

O gene PMS2 de rato codifica uma enzima de reparo de erro ubiqua que
parece ter sido recrutada por alguns tipos de células sanguineas para o uso em
hipermutagdes somaticas de cadeias variaveis de anticorpos (Cascalho, et al.,
1998). Muitas proteinas do cristalino do olho e proteinas ribossémicas sao
idénticas as proteinas citoplasmaticas e foram aparentemente recrutadas
durante a evolugdo do olho moderno e durante a evolucdo de ribossomos,
respectivamente (Wool, 1996, Piatigorsky, 1998).

Existem diversos motivos pelos quais as proteinas multifuncionais
poderiam beneficiar os organismos, resultando em uma vantagem competitiva
durante a evolucdo. O mais simples, que poderia ser bem aplicado para
procariotos, € o fato de que a disponibilidade de proteinas multifuncionais
diminui o numero de proteinas a serem sintetizadas pelo organismo, e
consequentemente menos DNA para ser replicado, economizando uma grande
guantidade de energia durante o crescimento e a reproducao (Jeffery, 1999).
Apesar disto, a afirmacao se torna pouco provavel quando nos lembramos que,

em muitos organismos, grandes partes de seus genomas parecem nao ter uma
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funcao, indicando que existiria pouca pressao seletiva para limitar o tamanho
do genoma (Gregory, 2005).

Para o desenvolvimento de uma nova fungdo de uma proteina
multifuncional, parece haver algum tipo de compatibilidade inata da proteina
para a sua nova funcao (Aharoni, et al., 2005). Mutacbes que aumentam a
habilidade da proteina em desenvolver sua nova fungdo sao
subsequentemente selecionadas. Ha indicacdo de que um numero limitado de
mutagbes é suficiente para introduzir uma nova fungdo em uma proteina. Um
bom exemplo é a proteina GroEL de Enterobacter aerogenes, uma bactéria
que vive na saliva das larvas das formigas-ledo (larva da familia
Myrmeleontidae que se alimenta de outros insetos e injeta uma toxina que
paralisa suas presas produzida pela bactéria presente na saliva). Yoshida et
al., (2001) identificaram a toxina paralisante da saliva do inseto como um
homélogo de GroEL, uma chaperona conhecida (Braig, et al., 1994).

A proteina GroEL de E. aerogenes difere apenas em 11 aminoacidos da
proteina GroEL de E. coli (Yoshida, et al., 2001) e nao é toxica, enquanto a
proteina de E. aerogenes é téxica. A analise por mutacao revelou que apenas
quatro aminoacidos sao essenciais para a mutacao, e pelo fato de nenhum
estar proximo de uma regido estrutural importante para a proteina, ndo ocorre
comprometimento da funcdo de chaperona da proteina. De maneira muito
interessante, uma variante téxica da GroEL de E. coli pode ser construida pela
introducdo dos aminodcidos correspondentes na proteina. Neste exemplo,
verifica-se que podem ser necessarias modificacdes em apenas quatro

aminodcidos para introduzir uma nova fungdo em uma proteina.
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Estruturalmente, uma nova funcado de uma proteina pode ser o resultado
de novos usos para um sitio de ligacao existente ou ainda modificacdes de
uma regiao nao utilizada até entao. Muitas enzimas parecem ser muito maiores
do que seria necessario para executarem uma uUnica fungcdo que exige um
unico sitio de ligagdo. As enzimas multifuncionais frequentemente possuem
amplas éareas aparentemente nao utilizadas de superficies expostas ao
solvente, e muitos bolsées na superficie que sado passiveis de modificacao para
gerarem novos sitios de ligacdo. Uma vez que estas fungdes adicionais nao
interfiram com a funcao original da proteina, elas podem beneficiar a célula.
Funcbes adicionais podem derivar da baixa especificidade de sitios ativos
podendo surgir a partir da ampliacdo da especificidade de um sitio ativo
ancestral até o ponto que a proteina possa catalisar reagdes que envolvam
substratos multiplos ndo relacionados, ou ainda que a proteina possa ligar-se a
multiplos outros componentes. Tais modificacdes poderiam surgir por mutacdes
no sitio ativo ou a partir do uso de regides cercando o sitio ativo. O oposto
pode ser verdadeiro para outras enzimas, uma enzima ancestral pode ter sido
capaz de ligar-se a varios ligantes, e sua especificidade pode nao ter
aumentado durante a evolucao (Jeffery, 1999).

As proteinas multifuncionais podem também fazer parte de mecanismos
de coordenacao celular. Enzimas que afetam a atividade de outras enzimas
que catalisam reacdes semelhantes fornecem um meio de modular a
regulacdo. Enzimas que regulam sua prépria transcricao ou traducdo pelo
principio de disponibilidade de enzima, substrato ou produto fornecem um
mecanismo de feedback sensivel e direto que assegura que as células

produzam apenas a quantidade de enzima necessaria. Além disso, proteinas
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envolvidas em multiplas vias, como a trombina, permitem uma resposta ampla,
que contribui de maneira mais significativa para todo o sistema do que
proteinas que atuam individualmente (Jeffery, 1999).

Em muitos exemplos de proteinas multifuncionais, parece existir uma
relacdo entre as multiplas fungdes de cada proteina; entretanto, algumas
proteinas ndo possuem uma conexao clara entre as suas fungdes. A proteina
band 3 da membrana plasmatica de eritrécitos é mais conhecida como um
trocador aniénico, mas também regula a taxa de progresso da glicélise (Low, et
al.,, 1993). Seu dominio amino terminal citoplasmatico liga-se a aldolase, a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e a fosfofrutoquinase, causando uma
diminuicdo em suas atividades e uma acumulagdo de intermediarios
glicoliticos.

Algumas vezes duas funcdées de uma proteina multifuncional sao
conflitantes. Alguns exemplos sdo quando o padrao de expressao necessario
para uma das funcées pode nao ser ideal para outra, ou ainda quando uma
mutacdo aumenta a eficiéncia de uma das funcbes, mas compromete outra.
Nestes casos, pode ser mais vantajoso segregar a funcdo original da nova
funcdo em dois novos genes por meio de duplicacdo génica. Um exemplo é a
argininosucinato liase, a quarta enzima do ciclo da uréia; em patos e
avestruzes ela é uma proteina multifuncional e também é a proteina cristalina
dos olhos (Piatigorsky, et al., 1988, Chiou, et al., 1991). Em galinhas,
entretanto, as duas fungdes de argininosucinato liase sdo executadas por duas
proteinas altamente homologas, uma das quais € uma forma enzimaticamente
inativa trabalhando como uma proteina estrutural do cristalino do olho do

animal. A sua contra parte é a enzima ativa que atua no ciclo da uréia.
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Consequentemente, ao contrario do que acontece em patos e avestruzes, dois
genes sao necessarios em galinhas para efetuar a funcédo da proteina original
(Piatigorsky, et al., 1988).

Outro exemplo de duplicacdo génica € o da enzima galactoquinase
encontrada em Kluyveromyces lactis e S. cerevisiae (Rubio-Texeira, 2005). Em
K. lactis, a proteina catalisa o primeiro passo da via da utilizacdo da galactose,
e, adicionalmente, atua como um ativador transcricional para ela mesma e para
outras proteinas da via da galactose (Meyer, et al., 1991, Hittinger & Carroll,
2007). Sua funcdo como ativador transcricional independe de suas outras
atividades enziméticas, assim como o contrario também é verdadeiro, a
inativacdo de uma funcdo pode ndo afetar a outra como mostram dados de
mutagénese dirigida. Em S. cerevisiae, as duas fungdes da galactoquinase que
ocorrem em K. lactis sdao, na verdade executadas por duas proteinas
diferentes, mas altamentes homodlogas (Lohr, et al.,, 1995, Platt, et al., 2000).
Entretanto, a galactoquinase de S. cerevisiae ndo perdeu completamente sua
capacidade de ativar a transcricado de proteinas da via da galactose (Bhat &
Hopper, 1992, Sellick, et al., 2009).

A existéncia de proteinas multifuncionais nos organismos é um grande
desafio na anotacao dos genomas. Mesmo enzimas extensivamente estudadas
podem ter fungdes ainda nao descobertas. A descoberta de muitas proteinas
multifuncionais foi inteiramente acidental (Piatigorsky & Wistow, 1989, Yoshida,
et al., 2001, Ozimek, et al., 2003, Chen, et al., 2005, Babady, et al., 2007). Um
dos motivos é de que as funcdes alternativas das proteinas multifuncionais sao
geralmente muito dificeis de serem preditas, pois muitas das fung¢des nao

dependem de motivos conhecidos e conservados (Ozimek, et al., 2003,
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Babady, et al., 2007). Além disso, as funcbées das proteinas multifuncionais,
geralmente, ndo sdo conservadas (Yoshida, et al., 2001, Ozimek, et al., 2006,
Zhao, et al., 2009). Existem proteinas especificas que possuem diferentes
funcbes alternativas em diferentes espécies. A enzima aconitase em S.
cerevisiae, por exemplo, tem uma segunda funcdo na manutencdo do DNA
mitocondrial (Chen, et al., 2005); ja em mamiferos (Kennedy, et al., 1992,
Philpott, et al., 1994, Walden, et al., 2006) e em My cobacterium tuberculosis
(Banerjee, et al., 2007), ela esta envolvida na homeostase de ferro. A aldolase
€ essencial para a montagem e atividade da H*-ATPase vacuolar em leveduras
(Lu, et al., 2001, Lu, et al., 2007), mas sua capacidade de ligar-se a actina é
importante para a invasao de células do hospedeiro em Plasmodium falciparum
e P. vivax (Wang, et al., 1996, Buscaglia, et al., 2003, Bosch, et al., 2007).

Além das descobertas acidentais, algumas proteinas multifuncionais
foram descobertas também utilizando ensaio de duplo hibrido em leveduras
(Lu, et al., 2001) e prote6bmica (Jeffery, 2005). Uma nova estratégia para
procura ativa de proteinas multifuncionais em enzimas poderia envolver a
comparacdo do fenétipo de linhagens nas quais a enzima é inativada por
mutacao pontual, com o fenétipo de linhagens onde o gene foi completamente
deletado. No caso de um gene codificando uma proteina multifuncional, deveria
existir uma discrepancia entre os fenétipos.

O fendbmeno da multifuncionalidade de proteinas revelou vérias
interagbes funcionais desconhecidas entre processos celulares e mostrou a
importadncia da integracdo da rede de interacdes para o funcionamento
adequando dos organismos. Ha menos de 10 anos atrds, as proteinas

multifuncionais eram um universo desconhecido dentro da biologia; desde a
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proposta do conceito em 1999 por Constance Jeffrey, o nimero de casos
reconhecidos de proteinas multifuncionais aumentou de maneira expressiva, e,
mesmo assim, € muito provavel que estejamos apenas raspando a superficie
deste "iceberg". Dada a importancia das fung¢des identificadas em proteinas
multifuncionais j4 estudadas e a relevancia do fenémeno nos problemas
basicos e aplicados, a sua existéncia urge por ser amplamente reconhecida.
Parafraseando Huberts D.H.E.W. : a multifuncionalidade das proteinas é
um fendmeno que ilustra a perspicacia da natureza. Ela é uma fonte de
inspiragdo que deveria lembrar os cientistas para manterem sempre o
inesperado em mente, mesmo quando se trata de aspectos exaustivamente

investigados da biologia (Huberts & van der Klei, 2010).

2.1.3 A enzima multifuncional gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

A enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH, EC 1.2.1.12) é
essencial na via da glicélise e da gliconeogénese, catalisando a fosforilacao
oxidativa do substrato gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-bifosfoglicerato na
presenca de NAD" e fosfato inorganico (Figura 1). Esta mesma enzima é
também capaz de catalisar a reagdo inversa. A enzima € um homotetramero,
sendo que cada um dos monOémeros possui uma massa molecular de 36 kDa.
GAPDH é especial entre as enzimas glicoliticas devido a sua capacidade de
ligar-se aos cofatores NAD" e NADH, assim como de ligar-se a DNA e RNA.
Estudos recentes demonstram fung¢des nao-glicoliticas inesperadas para a
enzima GAPDH em processos fisiologicos e patoldgicos. Ha relatos de

envolvimento da enzima em uma variedade de fungcdes exercidas no citosol e
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no nucleo, que vao desde o seu papel na apoptose e na regulagcao da
expressdo génica, até o seu envolvimento na regulagéo do influxo de Ca®* do
reticulo endoplasmatico. Relatos indicam que GAPDH interage com
microtibulos e participa na fusdo de membranas celulares (Hernandez-
Fonseca & Massieu, 2005, Hara & Snyder, 2006). Também em alguns
patdgenos humanos, tais como Candida albicans, Paracoccidioides
brasiliensis, Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes, a enzima
GAPDH tem sido encontrada na parede celular onde poderia desempenhar
diversas funcdes na interacéo patégeno-hospedeiro.

A proteina GAPDH ¢é amplamente aceita como uma proteina
multifuncional, fato que € confirmado pelo crescente numero de artigos
atribuindo as mais variadas funcdes para a proteina. A acumulacao da proteina
no nucleo da célula, sob certas condicbes de cultivo, conforme descoberto ha
cerca de quinze anos atras foi, um dado recebido com desconfianca e tratado
como um erro experimental ou artefato de técnica, e que, por isso, foi
negligenciado por muito tempo. Entretanto, analises mais modernas revelaram
a importancia da proteina GAPDH na apoptose, mostrando que quantidades

altas da proteina sao transferidas para o nucleo durante o processo.
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Estagio 1
Glicose

Glicose-6-fosfato

Frutose-6-fosfato

Frutose-1,6-bifosfato

Estagio 2

Dihidroxiacetona fosfato Gliceraldeido-3
-fosfato

Estagio 3

1,3-Bifosfoglicerato

¥

3-Fosfoglicerato

2-Fosfoglicerato

Fosfoenolpiruvato

+ -

Piruvato

Figura 1. Glicolise. A glicélise pode ser dividida em trés estagios: (1) desestabilizagao
da molécula de glicose; (2) duas moléculas interconversiveis de trés carbonos sado geradas

pela clivagem de uma molécula de seis carbonos de frutose e (3) ATP é gerado
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O uso de moléculas antisenso, que atenuam a expressao do gene que
codifica GAPDH, preveniu a entrada da enzima no nucleo da célula, impedindo
a apoptose. A andlise detalhada desse fenbmeno mostrou que este
comportamento da enzima é causado pelo seu papel em um via de sinalizacao
até entao nao descrita, onde 0 mondéxido de nitrogénio atuaria como um elicitor
da apoptose (Hara & Snyder, 2006, Bryksin & Laktionov, 2008).

A associacdao de GAPDH com a membrana celular durante a separacao
de células foi descrito inicialmente na década de 1960 (De Duve, et al., 1962),
estimulando maiores estudos desta interacdo. A associacdo da enzima radio-
marcada com mono camadas lipidicas sintéticas e vesiculas de fosfatidilcolina /
acido fosfatidico foi estudada em varias razées molares (Wooster &
Wrigglesworth, 1976, Wooster & Wrigglesworth, 1976). As constantes de
associacdo da enzima com mono camadas lipidicas e vesiculas foi
determinada. A habilidade de GAPDH para influenciar o processo de fusao de
membranas (atividade fusiogénica) foi estudada pela primeira vez por Morero
et al., (1985). Ao avaliar o efeito de Ca®* e de varias proteinas (ribonuclease,
concavalina A, BSA, protease, glucagon, lisozima, L-lactato desidrogenase,
GAPDH de musculo de coelho e GAPDH de levedura) na fusao de lipideos
sintéticos constituidos de fosfolipidios, descobriu-se que GAPDH catalisa o
processo de maneira notavel. Desta forma, se concluiu que a incubacdo de
vesiculas na presenca de GAPDH na concentragdo de 0,15 ug/mL, pH 7,5,
resulta na fusdo completa da membrana em 120 segundos sem adi¢do de Ca?*
(o efeito foi avaliado por transferéncia de energia por ressonancia), enquanto o
controle foi estavel por mais de 60 horas (Morero, et al., 1985). A concentracao

de enzima correspondia a cerca de trés moléculas de GAPDH por vesicula.
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Embora os dados de Morero e colaboradores tenham sido bastante
convincentes, o fato de terem usado apenas vesiculas compostas de
fosfatidilcolina / acido fosfatitico (9:1) limitava a comparacao com vesiculas de
células demamiferos. A fosfatidilcolina € um componente minoritario das
mambranas celulares destes animais, com excecao das membranas do reticulo
endoplasmatico (54%) e do aparelho de Golgi (45%) (Dowhan & Bogdanov,
2002). (Glaser & Gross, 1995) mostraram indiretamente a inadequacdo do
modelo de Morero e colaboradores, realizando um estudo com vesiculas
artificiais compostas de lipidios que representavam da maneira mais precisa
possivel as membranas celulares encontradas em células de mamiferos (27%
de fosfatidilcolina, 27 % de fosfatidilletanolamina, 6 % de fosfatidilserina e 40 %
de colesterol)

Em outro estudo, o mesmo grupo investigou o efeito da
plasmeniletanolamina na composicdo das membranas na taxa de fusdo das
vesiculas (Glaser & Gross, 1994). A plasmeniletanolamina € um componente
majoritario de varios tipos de membranas que sofrem fusdo rapida (por
exemplo, membranas plasmatica, membranas de vesiculas sinapticas). O
modelo proposto pelo grupo sugere a presenca de uma proteina catalisadora
acelerando o processo de fusdo das membranas. A busca por tal proteina
catalisadora em extratos citosélicos de cérebro de ratos por fracionamento
cromatografico levou a identificacdo da proteina como sendo uma isoforma de
GAPDH (Glaser & Gross, 1995). Um resultado interessante foi que a adicéo da
proteina a vesiculas lipidicas que ndo continham plasmeniletanolamina néo
resultou em fusao, efeito este que foi revertido pela adicdo da isoforma de

GAPDH, revelando sua atividade fusiogénica (Glaser & Gross, 1995). Esse

30



dado da suporte a hipétese de que a fusdo de membranas mediada por
GAPDH é estritamente dependente da composicao destas e que independe da
presenca de Ca®".

Outra observacao interessante foi a de que a atividade fusiogénica é
dependente da ativacdo da enzima GAPDH. Os dados apresentados mostram
que a ativacdo ocorre por provavelmente dois passos: (i) liberacdo do inibidor e
(i) modificacdo. Extratos citosolicos (contendo GAPDH) nao possuiam
atividade fusiogénica, o que sugere a presenca de um inibidor da enzima no
citosol da célula em questao. Apdés uma busca infrutifera pelo inibidor citosoélico
de GAPDH, alguns experimentos apresentaram resultados inesperados, pois 0
mesmo nado podia ser eliminado por didlise, era suscetivel a inativagao por
calor elevado e era sensivel ao tratamento com tripsina, revelando assim que o
inibidor se tratava de uma proteina, e que mais tarde foi identificada como
tubulina (Glaser, et al., 2002).

A interacdo de GAPDH com tubulina foi demonstrada em 1983 por
Kumagai et al., (1983). A tubulina é uma proteina do citoesqueleto de
eucariotos que dirige 0 movimento de vesiculas e vacuolos na célula. A
molécula de tubulina é um heterodimero formado por duas subunidades
globulares — a-tubulina e B-tubulina — e sdo as unidades formadoras dos
microtiubulos. A B-tubulina é uma estrutura dindmica que pode ter sua
montagem catalisada por outros fatores, incluindo proteinas. Utilizando a
alteracdo na absorcdo no comprimento de onda de 350 nm e microscopia
eletrénica, Kumangai et al., (1983) monitoraram a montagem de microtubulos e
descobriram a interacdo de GAPDH com os microtubulos durante uma

investigagdo sobre proteinas que catalisam a montagem de microtubulos, e
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ainda demonstraram que a taxa de montagem dos microtubulos aumenta pela
adicao de GAPDH.

Ainda é extremamente interessante que a interagdo de GAPDH com a
tubulina inibe ndo apenas sua atividade fusiogénica (Glaser, et al., 2002), como
mencionado acima, mas também sua atividade glicolitica (Volker & Knull, 1993)
e, dessa forma, a tubulina pode ser considerada como um regulador universal
da atividade de GAPDH.

Esses dados em conjunto indicam que GAPDH poderia participar em
passos importantes do transporte vesicular, que € conhecido como movimento
de vesiculas mediado por microtubulos (fornecendo, por exemplo, afinidade
aumentada pelos microtubulos) e na fusdo de vesiculas com membranas alvo.
Ainda nao é claro, entretanto, sob quais condicées a proteina GAPDH poderia
encontrar-se associada com membranas de vesiculas. O modelo anteriormente
descrito de estudo in vitro da associacao da proteina com vesiculas € limitado
demais para reproduzir o processo biolégico em toda a sua complexidade.

Tisdale et al., (2001, 2002, 2004) realizaram experimentos in vivo com a
finalidade de estudar o transporte vesicular da via de secrecdo prematura, a
qual inclui todos os transportes vesiculares entre o reticulo endoplasmatico e o
aparelho de Golgi. Um estagio intermediario deste transporte é o agrupamento
vesicular-tubular (AVT), onde as proteinas transportadas sao inicialmente
distribuidas. O transporte do reticulo endoplasmatico para o AVT se processa
principalmente pela via da COPII, a qual difere da via da clatrina. No primeiro
estagio desta via, Sarl-GTPase citoplasmatica ligada a GDP reconhece a
proteina de membrana Sar12 do reticulo endoplasmatico que catalisa a

substituicdo do GDP por GTP do complexo, e que acarreta na modificacao
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conformacional de Sarl (extensdo de uma porcao hidrofébica da proteina e seu
ancoramento na membrana do reticulo endoplasmatico) (Springer, et al., 1999).
Sarl-GTPase ancorado serve como um sitio de ligagdo para o complexo
Sec23/Sec24, o qual tem papel importante na “protrusdo” das vesiculas (Bi, et
al., 2002). Neste estagio da protrusdo, Rab1-GTPase endereca o AVT para o

seu alvo de entrega (Grosshans, et al., 2006) (Figura 2).

Jab,
=

B-tub

e

Reticulo
endoplasmatico

Figura 2. GAPDH em associacdao com citoesqueleto e com o transporte vesicular.
GAPDH interage com tubulina e com actina facilitando a montagem dos microtubulos e a
polimerizagao da actina. GAPDH pode ser transportada dentro das células via microtubulos.
GAPDH também tem uma papel importante nas AVTs (Agrupamentos Vesiculares Tubulares)
onde a GAPDH fosforilada pela proteina quinase atipica (aPKC) é recrutada. Esse processo
tem um papel importane no tranporte entre o reticulo endoplasmatico e o complexo de Golgi
sem a necessidade da atividade glicolitica de GAPDH. A tirosina quinase Src medeia a
fosforilacdo de aPKC, facilitando a associacdo de Rab2-Src-aPKC-GAPDH nas AVTs, e
GAPDH fosforilada promove a interagdo dos microtubulos e proteinas motoras com vesiculas
contendo por Rab2 (modificado de Tristam, et al., 2010)
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A montagem da vesicula se completa com a adicdo do complexo
Sec13/Sec31 e com a adi¢do da proteina fibrilar Sec16. Apds o desligamento
da vesicula da membrana do reticulo endoplasmatico, Sec23 interage com
Sarl, isto causa a hidrélise do GTP, reversdo conformacional de Sarl e
liberacdo de outras proteinas acessoérias (Bi, et al., 2002, Grosshans, et al.,
2006). A vesicula é entao transportada para o AVT via microtubulos (do pélo
positivo para o po6lo negativo), utilizando o complexo dineina-dinactina como
motor (Presley, et al., 1997). Na fusdo das vesiculas o complexo SNARE é
formado - complexo GM130-p115 e a proteina transmembrana giantina —
constituintes das vesiculas de membrana e do AVT, respectivamente
(Sonnichsen, et al., 1998, Beard, et al., 2005). A formacdo do complexo
SNARE é considerada o principal fator na fusdo das vesiculas com o AVT.

O transporte retrogrado do AVT para o reticulo endoplasmatico ocorre
principalmente pela via menos estudada conhecida como via COPI retrograda
(Bethune, et al., 2006). Ainda nao é muito claro como o trafego mediado por
vesiculas COPI é divido em anterogrado e retrégrado e também é responsavel
por uma parte do transporte do reticulo endoplasmatico para o Golgi. Rab2-
GTPase foi estudada por Tisdale et al., (1999) que encontraram a proteina em
associacdo com vesiculas COPI retrégradas, e que possivelmente estariam
definindo a direcionalidade do transporte do AVT para o reticulo plasmatico A
investigagdo de vesiculas contendo Rab2 mostrou que elas nunca contém
componentes anterégrados (direcionando para o Aparelho de Golgi), mas
contém p53/gp58, proteina quinase Ci/A (PKCI/A)(Tisdale, et al., 1992, Tisdale,

2001) e GAPDH (Tisdale, 2001). O estudo da funcao de GAPDH como
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componente deste tipo de vesiculas ira permitir uma reavaliacao do seu papel
no transporte vesicular.

Existem alguns trabalhos que abordam essa questdo. Inicialmente,
Tisdale et al., (2001) demonstraram que anti-soros policlonais contra GAPDH
bloqueiam o transporte entre o reticulo endoplasmatico e AVT em células NRK
transfectadas com o virus ts-405 (uma cepa sensivel a temperatura). Nesse
sistema o virus sintetiza proteinas que sado acumuladas no reticulo
endoplasmatico a 39,5 °C e com a diminuicdo da temperatura para 32 °C elas
sao transportadas para o Golgi, incluindo vesiculas contendo Rab2 (Gallione &
Rose, 1985). A incubacado destas células com o anticorpo policlonal contra
GAPDH impede o transporte das proteinas virais. Essa abordagem demonstra
que mais que 60 % das proteinas virais sdo transportadas por uma via
dependente de GAPDH.

Em um segundo momento, o efeito da concentracdo de Rab2-GTPase
na concentragdo de GAPDH e a co-relagdo com as vesiculas recém formadas
foi avaliado. Foi demonstrado que a incubagdo de 30 pg de microssomos
isolados de cultura de células NRK com 50 ng de Rab2-GTPase resultou em
um aumento de 50 vezes na concentracdo de GAPDH associado com os
microssomos (Tisdale, 2001). Os mesmos autores, em trabalhos anteriores,
demonstraram que a incubacdo de microssomos contendo Rab2 causou a
ligacdo com os coatdbmeros de membrana B-COP e a proteina quinase Ci/A
(Tisdale & Jackson, 1998, Tisdale, 2000). Estudos posteriores investigando a
ligacdo de Rab2 a microssomos dependentes de GAPDH, demonstraram que

GAPDH interage diretamente com o dominio regulatério PKCi/A (residuos de
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aminoacidos 1-247), podendo servir como substrato para o mesmo (Tisdale,
2002).

Estudos mais detalhados demonstraram que GAPDH interage
diretamente com Rab2 (as proteinas foram detectadas por co-precipitacao
utilizando anticorpo contra Rab2). A interacao foi melhor comprovada também
pelo sistema duplo hibrido, por meio do qual o sitio de interacao de GAPDH
com Rab2 pode ser localizado, entre os residuos 20-50 (Tisdale, et al., 2004).

Com base nestes dados Tisdale et al., (2004) propuseram uma hipdtese
onde um complexo triplo composto Rab2-PKCi/A-GAPDH é formado na
superficie de vesiculas COPI retrégradas. GAPDH, como componente deste
complexo, seria submetido a fosforilagdo por PKCiI/A Foi demonstrado que a
forma GAPDH fosforilada (pGAPDH) é um fator de ligacao da B-tubulina aos
microssomos, pois a desfosforilacdo de pGAPDH associada aos microssomos
causa significativa dissociacdo de B-tubulina da superficie dos microssomos
(Tisdale, 2002). Os autores demonstraram que ocorre associacao de GAPDH
com o Golgi na sua forma tetramérica e sugeriram que a atividade glicolitica da
enzima seria importante na sua participacao no transporte vesicular. A fim de
testar esta hipétese, GAPDH selvagem e uma forma mutante glicoliticamente
inativa (substituicao C149G) foram testados.

Tanto a forma mutante quanto a proteina selvagem foram capazes de se
associar de maneira eficiente aos microssomos na sua forma tetrameérica.
Estudos quantitativos da interacdo da proteina GAPDH mutante com Rab2 e
PKCI/A ndo revelaram nenhuma diferenca significativa entre a forma mutante e
a forma selvagem da proteina (Tisdale, 2002, Tisdale, et al., 2004). Os dados

indicam que o papel de GAPDH no transporte do Aparelho de Golgi para o
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reticulo endoplasmatico €& completamente independente da sua funcéo
glicolitica, e que a forma fosforilada de GAPDH acelera a montagem dos
microtubulos e aumenta a afinidade das vesiculas por eles (Tisdale, et al.,
2004).

Em suma, os dados encontrados na literatura, relativos ao transporte
vesicular, indicam que GAPDH participa no transporte retrogrado entre o AVT e
o reticulo endoplasmatico. Este transporte é realizado pelas vesiculas COPI e
principalmente serve para o transporte de proteinas entregues ao AVT por
engano ou que sao constituintes de vesiculas COPIl e necessitam de
transporte reverso para subsequente reciclagem. A montagem destas vesiculas
€ iniciada, na maioria dos casos, pela acumulacdo de proteinas
transmembrana, como gp58/p53, as quais sado reconhecidas e servem como
suporte para a ancoragem das GTPases citosolicas Arf1 e Rab2. Arf1 e Rab2
associadas a GDP sado entdo ativadas pela interacdo com proteinas
transportadoras (p23/p24 no caso de Arf1), o que resulta na substituicdo do
GDP pelo GTP e ancoramento de proteinas na membrana do AVT. Arf1 e Rab2
entdo favorecem a ligacdo de coatbmeros e a vesicula se desliga da
membrana do AVT. A ligacao de ArfGAP, a COP, y1_COP, & COP, B_COP,
B'_COP, ¢_COP, ¢1_COP, y2_COP, e (2 _COP a vesicula é mediada por Arf1
(Bethune, et al., 2006). Rab2 forma um complexo triplo com PKCI/A e o
tetramero de GAPDH e medeia a ligacao de B_COP (Tisdale, 2005, Tisdale &
Artalejo, 2006).

Apos desligar-se da membrana, Arf1 medeia a hidrolise de GTP, o que
causa a dissociacdo de Arf1 e dos coatbmeros associados na superficie da

vesicula retrégrada. E possivel que neste estagio, TyrK ligue-se na PKCI/A
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mediando a subsequente fosforilagcdo de PKCi/A. PKCI/A fosforilada, por sua
vez, fosforila alguma das subunidades do tetrAmero de GAPDH e isso fornece
uma ligacdo estavel das vesiculas aos microtubulos, pois a forma
desfosforilada de GAPDH liga-se a a-tubulina enquanto a pGAPDH liga-se a B-
tubulina. Em teoria, tal interagdo poderia funcionar como um motor vesicular
para o transporte de vesiculas do AVT para o reticulo endoplasmatico, pois o
Aparelho de Golgi como via de regra (em células animais) esta posicionado
préximo ao centro da célula do ponto de vista organizacional dos microtubulos
(Lippincott-Schwartz, et al., 1995, Appenzeller-Herzog & Hauri, 2006), ou seja,
na mesma regiao onde a extremidade menos do microtibulo esta localizada.
Microtubulos consistindo de blocos de a e B-tubulina sempre suportam
a-tubulina na sua extremidade menos, na qual a forma GAPDH nao modificada
liga-se eficientemente. Apos fosforilacdo de GAPDH, esta forma pode ligar-se
eficientemente a tubulina, acessivel apenas como unidade secundaria do
microtubulo na direcao do AVT para o reticulo endoplasmatico. Para GAPDH
atuar como um motor, ou a presenca de uma proteina hipotética
desfosforilando pGAPDH, ou a substituicio do monémero fosforilado por um
mondmero desfosforilado no citosol é necesséaria. Na ultima hipétese, a forma
fosforilada pGAPDH poderia permanecer ligada a penultima unidade de B-
tubulina por algum tempo, bloqueando assim o movimento reverso da vesicula.
Contudo, como o movimento nos microtubulos é quase sempre constante, a
interagdo da proxima vesicula com a origem dos microtubulos, e, portanto, o
bloqueio do sitio para movimento reverso de uma vesicula indo a frente, deve

ser auto suficiente para o processo do transporte unidirecional.
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Como mostrado por Tisdale et al., (2002), GAPDH ¢ fosforilada via
residuo Ser, enquanto Robbins et al., (1995) mostraram que a substituicdo do
residuo Ser234 pelo Pro234 resultava no mau funcionamento do transporte
vesicular. Por outro lado, quinesinas e dineinas, duas principais proteinas
motores que definem o movimento ao longo dos microtubulos, foram
identificadas como componentes do AVT (Lippincott-Schwartz, et al., 1995,
Roghi & Allan, 1999). Entretanto, Lippincott-Schwartz et al., (1995) observaram
que a quinesina, como constituinte do AVT, esta inativa e se dedica a um
trabalho de transporte futuro em cisternas do Golgi, onde fornecera movimento
periférico de vesiculas secretoérias de clatrina ao longo dos microtubulos ap6s a
sua ativagao.

Em contrapartida, o mecanismo de secrecao de macromoléculas por
células fungicas ainda nao foi totalmente elucidado. As células fungicas sao
encapsuladas em uma parede celular que possui poros, mas que
essencialmente € de natureza até o momento considerada rigida, composta de
polissacarideos, proteinas e pigmentos (Nimrichter, et al., 2005). Diferentes
estudos demonstram que estruturas com massa molecular maior de 1000 kDa
podem atravessar a parede celular e alcancar o meio extracelular (McFadden,
et al., 2006, McFadden, et al., 2006, Schmid, et al., 2007). Rodrigues et al.,
(2008), assim como outros grupos, demonstraram que 0 componente
majoritario da capsula polissacaridica do fungo Cryptococcus neoformans,
glicuronoxilomanana (GXM), ¢é sintetizado intracelularmente e entédo
transportado para o espaco extracelular, e que esse transporte € realizado por
meio de transporte vesicular (vesiculas com bicamadas enriquecidas com

lipideos préprios de fungos, como glicosilceramida e esterois). A existéncia
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desse processo levanta a possibilidade de que outras moléculas poderiam ser
exportadas utilizando 0 mesmo mecanismo.

Com base nisso, Rodrigues et al., (2008) levantam a hipdétese de que a
secrecao extracelular por meio de vesiculas, em C. neoformans, € um
mecanismo geral de transporte de componentes protéicos, lipidicos e
sacaridicos através da parede celular para o espago extracelular. O grupo
identificou ainda varias moléculas relacionadas a viruléncia nas vesiculas de C.
neoformans por espectrometria de massas, dentre as quais estavam a proteina
GAPDH. A presenca combinada de lipideos, pigmentos, polissacarideos e
proteinas relacionadas a viruléncia sugerem que C. neoformans utiliza o
mecanismo de secrecdo para entregar fatores de viruléncia no espaco
extracelular.

O envolvimento de GAPDH com as mitocOndrias e a relagdo que a
proteina tem com o processo de morte celular independente de capase € outra
funcdo interessante. Sabe-se que as células sob condicbes normais
apresentam niveis baixos de GAPDH nas mitocondrias, enquanto que sob
estresse o0s niveis da proteina se elevam (Tarze, et al., 2007). Quando GAPDH
€ expressa exdgenamente, um pool da proteina localiza-se na mitocéndria e
induz a permeabilizacao pré-apoptética da membrana mitocondrial (PMM) via
associagdo com canais aniénicos dependentes de voltagem (CADV)(Tarze, et
al., 2007). A expressao exogena leva também a perda do potencial da
transmembrana interna, inchagco da matriz, permeabilizacdo da membrana
interna mitocondrial e liberacao de duas proteina pro-apoptéticas: citocromo c e
o fator de inducao apoptética (Figura 2) (Tarze, et al., 2007). Ainda nao esta

claro se modificacbes pos-traducionais podem ter algum papel no
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enderecamento de GAPDH para a mitocéndria assim como na interacao dela

com proteinas mitocondriais.

Morte Celular por

— @®____
apoptose
) CADV

ESTRESSE
\ Morte Celular Independente de

_— _—
'L Pm Caspase

: Glicolise
Autofagia
(+ mitocéndria)(‘|r> (+ATP)

Figura 3. GAPDH nas mitocéndrias. GAPDH foi localizada nas mitocondrias e possui

funcbes distintas dependentes do contexto celular. GAPDH pode ligar-se ao CADV, o qual
promove a liberagdo de citocromo ¢ e de fatores indutores de apoptose, levando a morte
celular por apoptose. Sob condi¢des de estress, uma diminuicdo no poténcial da membrana
mitocondrial (¥,,) leva a morte celular independente de caspase (MCIC). Nesse contexto,
GAPDH inibiria a morte celular por simultaneamente, aumentar os niveis de ATP gerados na
glicélise e por estimular a autofagia de mitocéndrias permeabilizadas (modificado de Tristam, et
al., 2010).

Em contraste, outros estudos relatam que GAPDH participa na
recuperacdo da permeabilizacgdo da membrana externa mitocondrial
(PMEM)(Colell, et al., 2007). Sob esta condicdo, GAPDH protege as células da
morte por PMEM, na auséncia de ativacao por caspase (Figura 2). Sob esse
aspecto a associacdo de GAPDH com a sobrevivéncia da célula poderia

ocorrer pelo fornecimento de ATP em quantidades suficientes para manter o
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poténcial de membrana mitocondrial pela ATPase FoFi, auxiliando assim a
anular o efeito do calapso energético ocasionado pela perda da funcgao
mitocondrial. Como uma enzima chave da via glicolitica, GAPDH aumenta o
fluxo de energia para a via anaerdbia e isso permite que as células mantenham
niveis de ATP acima dos limites criticos apds o colapso das mitocéndrias.

O gene gpd1, GAPDH de Mucor circinelloides, foi analisado em termos
de seu padrdo transcricional sob diferentes condicbes de cultivo em
experimentos de northern blot. Mucor circinelloides foi cultivado aerobicamente
em meios contendo diferentes fontes de carbono. Em presenca de glicose, uma
forte expressdo de gpd7 foi observada enquanto uma baixa expressao foi
observada quando glicerol ou etanol foram adicionados ao meio de cultura, ao
invés de glicose. Esses resultados mostram que a expressao do gene gpd1 é
inicialmente regulada em resposta a fonte de carbono (Wolff & Arnau, 2002).

Em um trabalho mais recente desse mesmo grupo, uma analise da
regidao promotora do gene gpdi foi realizada a partir de experimentos de
delecao de seqiiéncias desta regidao e também por fusdo com o gene GOX
(codifica a enzima glicose oxidase 1), de Aspergillus niger, como proteina
reporter. Linhagens de Mucor contendo o cassete, constituido do promotor de
gpd1 de 741 pb (ou parte dele) dirigindo a transcricao do gene GOX, integrado
nos seus genomas foram construidas e usadas no estudo da regulacdo da
expressao em resposta a diferentes fontes de carbono no meio de cultura. Com
os dados obtidos dessa analise, um modelo de regulagdo do promotor gpd7 foi
elaborado, sugerindo o envolvimento de sequéncias regulatérias identificadas -

quatro repeticbes CATCAC sem homologia a nenhum sinal regulatério e
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quatorze elementos responsivos a choque-térmico (“heat shock element” HSE)
(Larsen, et al., 2004).

O modelo proposto assume que as diferencas observadas no nivel de
atividade da enzima reporter GOX, entre as diferentes linhagens utilizadas,
seriam devido a funcionalidade do promotor do gene gpdi. Mais
especificamente, os autores observaram que a inducao por fonte de carbono e
o efeito das concentragdes de substratos (glicose 5% e 0,5%; glicerol 1%;
etanol 0,4% e gluconolactona 20mM) foram perdidas na linhagem
transformante derivada do fragmento de 361 pb de um total de 741 pb da
regiao promotora. Uma vez que a porcao ausente compreende trés das quatro
repeticoes CATCAC, é concebivel especular que essas repeticbes estariam
envolvidas em um possivel mecanismo regulatério. O modelo mais simples
explicando os resultados encontrados inclui um regulador negativo que poderia
se ligar as repeticoes CATCAC em condicoes de baixa concentracdo de
monossacarideos, reduzindo assim o nivel de expressdo. Um aumento na
concentracao de glicose resultaria na liberacao do regulador negativo e em um
aumento no nivel de expressdo. Ainda, um regulador positivo analogo ao fator
de transcricao responsivo a choque-térmico (“heat-stress transcription factor’,
HSF), poderia se ligar cooperativamente aos tripletos de HSE, resultando na
inducado da expressao do gene gpd1, sugerindo que a expressao do gene gpd1
de M. circinelloides poderia ser regulada por estresse térmico (Larsen, et al.,
2004).

Egea et al., (2007) descreveram que a proteina GAPDH ¢é secretada
pelos patégenos gram-negativos E.coli enterohemorragica (EHEC) e

enteropatogénica (EPEC), podendo também estar associada com a superficie
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celular destes. Em ambos os casos é fato que a proteina é enzimaticamente
ativa, o que indica a manutencado da estrutura da proteina no processo de
exportacdo, mantendo a possibilidade de diferentes fungbes extracelulares
para a GAPDH. Isto é especialmente relevante para uma proteina
multifuncional. Da mesma forma, a proteina glicolitica secretada enolase de
Aeromonas hydrophila (Sha, et al., 2003) e GAPDH de Streptococcus sp.
(Pancholi & Fischetti, 1992) também foram descritas com atividade no lado
externo da célula. GAPDH, assim como outras proteinas consideradas
housekeeping e multifuncionais em patdgenos, sdo exportadas por um
mecanismo desconhecido, considerando a auséncia de uma sequéncia sinal ou
dominio hidrofébico.

Recentemente, um estudo protedbmico realizado com Listeria
monocytogenes permitiu a identificagdo de 17 proteinas exportadas através do
sistema de secrecdo dependente de SecA2 (Lenz, et al, 2003). Isto inclui
proteinas citosolicas classicas que nao apresentam um sinal tipico de
secrecao, como EF-Tu ou enolase. A secrecao de proteinas € o principal
mecanismo de comunicacao entre os patdégenos e o principal veiculo de
intoxicacdo de células do hospedeiro. A secrecao de elementos por bactérias
gram-negativas é dificultada pelo fato do envelope bacteriano consistir de duas
bicamadas lipidicas, com periplasma entre elas. Por esta razdo as bactérias
gram-negativas desenvolveram muitas estratégias para possibilitar que
determinadas proteinas alcancem o espaco extracelular (Saier, 2006).

Uma destas estratégias consiste de exportacdo mediada por vesiculas.
As vesiculas sao liberadas do envelope de bactérias gram-negativas em

desenvolvimento e funcionam como veiculos de secrecdo. Vesiculas externas
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a membrana contendo proteinas de membrana, lipopolissacarideos,
fosfolipideos, autolisinas ou hemolisinas tém sido encontradas nestas vias
(Wai, et al., 2003, Kuehn & Kesty, 2005, Balsalobre, et al., 2006).

Contudo, Egea et al., (2007) mostraram que a exportagcdo de GAPDH
em EHEC e EPEC nao é mediada pela via de secrecao por vesiculas. GAPDH
secretada foi encontrada no sobrenadante de células como uma proteina
preferencialmente solivel. Mesmo existindo dados que mostrem a presenca de
GAPDH no periplasma e em associagdo com as membranas internas e
externas, a proteina nao é incorporada durante a formacao de vesiculas. De
maneira alternativa, a liberagao seletiva de proteinas poderia ser considerada
uma possivel explicacdo ao problema, uma vez que a liberacdo da proteina
periplasmatica no meio foi observada na auséncia de lise celular (Rinas &
Hoffmann, 2004). Isto indica que a membrana externa assim como a
membrana citoplasmatica ndo sdo compartimentos fechados, mas sim de
porosidade variavel, dependendo da circunstancia. Uma vez que o envelope
bacteriano é extremamente importante para os patégenos, pois muitos
determinantes de viruléncia residem nele, ou ainda muitos precisam passar
através dele, os microrganismos acabaram desenvolvendo mecanismos para
regular a permeabilidade da superficie de suas células.

Considerando o papel hipotético da GAPDH extracelular de EHEC ou
EPEC no processo de infeccao, Egea et al., (2007) mostraram que a proteina
interage com plasminogénio e fibrinogénio. Atividade plasminogénio ligante de
enzimas bacterianas extracelulares, como GAPDH ou enolase, tem sido
relatada como mecanismo de patogenicidade. A plasmina, a forma ativada do

plasminogénio, pode degradar proteinas da matriz extracelular e promover
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migracdo bacteriana (Bergmann, et al., 2005). Neste sentido, a proteina
extracelular GAPDH de EHEC ou EPEC, exposta na superficie bacteriana ou
secretada nas proximidades da célula hospedeira, pode contribuir para a
migracao destes patdégenos através da mucosa do trato gastrointestinal.

Trabalhos recentes investigando o fungo patogénico Paracoccidioides
brasiliensis demonstraram fortes evidéncias de envolvimento da enzima
GAPDH na adeséo e na infecgdo do fungo no hospedeiro. P. brasiliensis € um
fungo dimérfico, agente causador da paracoccidioidomicose. Neste fungo foi
observado um aumento nos niveis de transcritos do gene codificando GAPDH,
assim como um aumento no nivel da enzima na forma leveduriforme, a forma
parasitica, e uma diminuicdo nos niveis protéicos e transcricional na forma
micelial (Barbosa, et al., 2006). Posteriormente o grupo investigou o motivo da
regulacdo de GAPDH e de sua provavel funcdo na forma parasitica de P.
brasiliensis, e pela primeira vez a presenca de GAPDH foi detectada na parede
celular do fungo por imunomicroscopia eletrénica. Foi demonstrada a afinidade
de GAPDH a componentes da matriz extracelular, tais como laminina,
fibronectina e colageno tipo |.

Além disso, foi demonstrada uma inibicao significativa da adesao e da
infeccao das células epiteliais pelo fungo P. brasiliensis quando pneumacitos e
células leveduriformes de P. brasiliensis eram tratadas com GAPDH
recombinante do fungo ou com anti-soro policlonal anti-GAPDH,
respectivamente (Barbosa et al., 2006). Os autores sugerem com este estudo
que GAPDH de P. brasiliensis, além da funcdo na via glicolitica, teria
localizagdo na superficie do fungo e desempenharia uma funcéo na adesao a

pneumaocitos.
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Outra fungéo nao glicolitica de GAPDH é a de atuar como um regulador
transcricional sendo demonstrada em células de mamiferos (Zheng, et al.,
2003). Neste caso, a proteina € um dos componentes do complexo co-ativador
OCA-S (“Oct-1 CoActivator in S phase” ou co-ativador de Oct-1 na fase S), que
€ um transativador fase-S dependente do gene da histona H2B . A
dependéncia estrita da subunidade GAPDH do complexo OCA-S para a
transcricdo da histona H2B foi claramente estabelecida por estudos funcionais
envolvendo a deplecdo celular mediada por RNAi e imunodeplecédo, seguida
por complementagdo com GAPDH purificada, em extratos nucleares. Foi
demonstrado que, neste sistema, GAPDH é funcional in vitro, & especifica da
fase-S e esta associada especificamente com o promotor de H2B in vivo. Outro
indicativo do seu papel essencial na funcao de co-ativador de OCA-S é o fato
de GAPDH interagir diretamente com o fator Oct-1, fornecendo assim o
principal “ancoramento” para o complexo OCA-S conectar-se a Oct-1 ligado ao
promotor.

Entretanto, a conclusdo mais interessante desse trabalho parece ser a
de que a atividade de OCA-S é modulada pela razdo celular entre
NAD+:NADH, assim como modula a interacdo do fator de transcricao Oct-1
com GAPDH. Quando esta razdo é baixa, a atividade de OCA-S aumenta. A
ligacdo do complexo OCA-S ao promotor de H2B € aumentada por NAD+, mas
inibida por NADH. Assim, GAPDH teria a funcao de integrar o metabolismo
energético e a regulacao do ciclo celular por coordenar a transcricao da histona
H2B (Zheng et al., 2003).

Apesar da aparente distancia evolutiva entre os sistemas celulares de

mamiferos e de fungos, a interacdo entre GAPDH e componentes da
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maquinaria de transcricdo foi descrita também em Schizosaccharomyces
pombe (Mitsuzawa, et al., 2005). Experimentos utilizando a técnica de duplo
hibrido revelaram que GAPDH interage com a subunidade Rpb7 da
RNApolimerase 1. Além disso, GAPDH pode ligar-se as proteinas
recombinantes Rb4/Rb7. Esse resultado sugere que Rb7 medeia a associacao
de GAPDH com o complexo polimerase Il. Assim, em S. pombe, GAPDH
poderia mediar a ativacao transcricional em resposta ao estado metabdlico da
célula ou em resposta a estresse oxidativo, através da interacdo com a holo-
enzima polimerase Il.

Existem trabalhos que descrevem gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
com regulacdo pela ritmicidade circadiana (Shinohara, et al., 1998, Fagan, et
al., 1999, Morre, et al., 2002, Greene, et al., 2003). O ritmo circadiano obedece
o foto periodo e é gerado e controlado por “relégios” biolégicos enddgenos
compesados pela temperatura e que podem ser “resetados” por alguns fatores
ambientais. Esse ritmo ja foi observado em uma ampla variedade de
microganismos, de bactérias a mamiferos e sdo coordenados por ciclos
ambientais que limitam a atividade em certos momentos do dia. Um aspecto
importante da ritmicidade circadiana envolve o controle de genes especificos.

No fungo Neurospora crassa, o gene ccg-7 (clock-controlled gene-7) que
apresenta alta similaridade ao gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
apresenta regulagéo pela ritimicidade circadiana tanto na acumulag¢édo dos seus
niveis de transcritos como na atividade da enzima (atividade de GAPDH), onde
o pico de atividade de GAPDH apresenta um atraso de varias horas em relacao
ao pico de acumulacao dos transcritos do gene durante a noite (Shinohara, et

al., 1998). Através da regulacdo de GAPDH, o ritmo circadiano poderia
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controlar a via glicolitica e desta forma influenciar as atividades metabdlicas
fundamentais do microrganismo. A regulacdo de GAPDH pelo ritmo circadiano
sugere que a sua influéncia tem grande importancia no nivel celular.

Apesar do uso tradicional do gene codificando GAPDH como controle
interno para experimentos com a finalidade de analisar o padrao transcricional
celular, um crescente numero de trabalhos recentes vem desaconselhando o
uso deste gene com esse fim, e cada vez mais o termo “housekeeping genes”
(genes de manutencao celular) tem sido usado com cautela. Métodos comuns
de quantificagdo de mRNA incluem “Northern blot”, ensaio de protecdo a
RNase, “microarray”, e qRT-PCR. Independente da metodologia utilizada, a
normalizacdo usando genes que efetivamente ndo apresentam variacdo nos
niveis de transcritos do sistema e condicdo experimental especificos é
necessaria para corrigir a concentracdo de mRNA total em amostras sob
comparacao.

Embora seja normalmente assumido que a expressdo de genes
‘housekeeping” se mantém constante, ela pode realmente variar
consideravelmente entre diferentes estagios do desenvolvimento celular e,

desta forma, levar a interpretacdes errbneas do perfil de expressao de um

determinado gene alvo (Yan, et al., 2006).

2.2 O agente bio-controlador Metarhizium anisopliae

Inicialmente identificado como Entomophtora anisopliae por Metchnikoff
em 1883, M. anisopliae € um fungo filamentoso que possui a capacidade de

infectar e ser letal para cerca de 300 espécies de artropodes, incluindo desde
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insetos até acaros (Roberts & St Leger, 2004). Além de parasitar artropodes
pragas da pecuaria e agricultura, como o carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (Frazzon, et al., 2000) e o gafanhoto Schistocerca gragaria (Tounou,
et al., 2008), respectivamente, M. anisopliae também tem a capacidade de
controlar vetores de doencas humanas, como o transmissor do virus da dengue
Aedes aegypti (Scholte, et al., 2007), da maléria Anopheles gambiae (Scholte,
et al., 2006), da doenca de Chagas Triatoma infestans (Luz, et al., 1998) e a
mosca tsé-tsé Glossina sp. (Kaaya & Munyinyi, 1995).

Devido a estas caracteristicas e a sua resisténcia a fatores ambientais,
como luz ultravioleta de diversos comprimentos de onda (Braga, et al., 2006),
temperatura, uma vez que o fungo pode desenvolver-se em uma faixa de 15 °C
até 45 °C (Arruda, et al., 2005, Li & Feng, 2009), e pH, variando de valores de
2,0 a 8,5, Metarhizium vem sendo utilizado como agente de controle biolégico
de inumeras pragas (Lord, 2005). A morfologia de conidios e da col6nia de M.
anisopliae é caracteristica e permite sua identificacdo em condigcdes de
laboratério. A espécie M. anisopliae, a qual inclui a linhagem selvagem utilizada
neste trabalho, é filamentosa, possuindo micélio hialino em meio de cultura
especifico. Assexuadamente, produz conidios pigmentados verde escuro, fato
que auxilia na protecdo a luz UV, dispostos em coluna na extremidade dos
conidioforos. Sao cilindricos, com tamanhos que variam de 3,5 a 1,8 um de
comprimento (Alves, 1998). Em 2001, Liu et al, (2001) isolaram a fase
teleomérfica Metacordyceps brittlebankisoides (anamorfo M. anisopliae var.
majus). Até entdo, apenas seus ciclos de reproducdo assexuada e

parassexual, por meio de heterocariose, eram conhecidos (Arruda et al., 2005).
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O fungo Metarhizium anisopliae € considerado um dos organismos mais
promissores no controle de carrapatos e de insetos praga da agricultura e tem
sido um dos modelos mais estudados em relacdo ao isolamento, selecéo e
caracterizacdo de linhagens do ambiente, elucidacdo dos mecanismos de
infeccdo e no desenvolvimento de formulacbes de biopesticidas. Este fungo
infecta mais de 300 espécies de insetos, incluindo pragas importantes tanto
para agricultura como para pecuaria (Alves, 1988). O maior entrave para a
utilizacdo de fungos no controle biol6gico é o maior tempo necessario entre a
aplicacao e a morte dos hospedeiros, em comparacao aos pesticidas quimicos.
Portanto, um dos objetivos comuns é aumentar a velocidade de morte dos
hospedeiros. O entendimento das caracteristicas basicas da relagdo entre o
fungo e o hospedeiro tem permitido o conhecimento da natureza da sua
patogenicidade, possibilitando a introducao de genes especificos, altamente
expressos em condicdes de infectividade, visando acelerar o processo de
infecgdo, diminuindo, assim, o tempo entre o inicio da infecgcdo e a morte do
hospedeiro.

No Brasil, M. anisopliae é utilizado com sucesso desde 1965, para o
controle da cigarrinha-da-cana (Mahanarva posticata) e, a partir dai, houve a
instalacao de laboratérios na regiao Nordeste para viabilizar sua utilizacao no
controle biolégico (Marques, et al., 1981). Sua utilizagado tem aumentado nos
ultimos anos, atingindo milhares de hectares. Tal sucesso possibilitou a
diminuicdo do uso de produtos quimicos que inicialmente era de 150.000
ha/ano para 12.000 ha/ano, ou seja, uma reducdo de mais de 90% (Melo &
Azevedo, 1998), havendo ainda, perspectivas para sua utilizagdo em nivel

comercial em outros paises (Fernandez, 2000). Além do controle da cigarrinha-
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da-cana, M. anisopliae é utilizado no Brasil para controlar a broca da cana-de-
acucar (Diatrea saccharalis), a cigarrinha das pastagens (Deois flavopicta e
Zulia entreriana), percevejos da soja dos géneros Nezara e Piezodorus, broca
do café (Diploschema rotundicollee) e broca do rizoma (Cosmopolites sordidus)
em bananeira (Alves, 1998).

Em trabalhos experimentais, o fungo foi testado com sucesso sobre
larvas de Lucilia sericata (Wright, et al., 2004), Dysdercus peruvianus (Lubeck,
et al., 2008), Musca domestica (Alves, 1998) e ectoparasitos de abelhas Varroa
destructor (Kanga, et al, 2003). Sua patogenicidade tem sido ainda
demonstrada para alguns vetores de doencas humanas (Sherlock & Guitton,
1982, Silva & Messias, 1986, Scholte, et al., 2003) e para carrapatos de
diferentes géneros e espécies (Kaaya, et al., 1996, Zhioua, et al., 1997,

Frazzon, et al., 2000, Farenhorst, et al., 2008).

2.3 O processo de infeccao de Metarhizium anisopliae

O processo de infeccdo inicia com a deposicdo do conidio no
exoesqueleto do hospedeiro seguido pela adesao, e, sob condi¢gdes adequadas
de umidade e temperatura, ocorre a germinacao (Schrank & Vainstein, 2010). A
adesao é essencial para o inicio da infeccao e envolve a interagéo hidrofobica
entre as proteinas da superficie do conidio (como hidrofobinas, Fang et al,,
2007) e a camada lipidica que recobre o exoesqueleto do artrépode. A
degradacao de lipidios foi recentemente descrita em associagdo com o
desenvolvimento de pré-penetracdo de M. anisopliae na cuticula do hospedeiro

(Jarrold, et al., 2007). Estas moléculas estdo presentes na epicuticula, a
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primeira barreira contra microrganismos patégenos de artropodes, reforcando a
importancia das enzimas lipoliticas no estagio inicial da infeccdo. As lipases
produzidas por M. anisopliae ja foram relacionadas como parte do processo
(Silva et al., 2005), e também ja foram identificadas na superficie dos conidios.
De fato a degradacdo da camada lipidica do hospedeiro pode ser importante
para o reconhecimento de um hospedeiro suscetivel assim como para a
producédo das primeiras moléculas de nutrientes que irdo dar suporte ao inicio
da germinacao do conidio (Silva, et al., 2009). MAD1, proteina com funcéo de
adesina, possui importante papel na adesdao do conidio, quando ocorre
desenvolvimento de turgor na superficie do hospedeiro. Foi sugerido também
que a proteina MAD1 poderia substituir as hidrofobinas que sao degradadas na
medida que a parede celular do conidio degenera (Wang & St. Leger, 2007).

M. anisopliae infecta hospedeiros via penetragdo direta através do
exoesqueleto. Para facilitar a descricdo, o processo de infeccédo pode ser divido
nas seguintes etapas: (1) adesao do conidio a cuticula do hospedeiro através
da interacdo de hidrofobinas e material mucilaginoso; (2) germinacdo do
conidio e desenvolvimento; (3) diferenciacdo do tubo germinativo em
apressorio; (4) penetragdo na cuticula; (5) diferenciacdo das hifas em
blastospéros / corpos hifais na hemolinfa do hospedeiro; (6) colonizacdo do
hospedeiro; (7) extrusdo para a superficie do cadaver do hospedeiro e (8)
formacao de conidiéforos e produgdo de conidios (Schrank & Vainstein,
2010)(FIGURA 1).

Estruturas da superficie, topologia e composi¢do quimica da cuticula dos
artropodes também podem afetar a adesédo do esporo (Lord & Howard, 2004,

Pedrini, et al., 2007). M. anisopliae é capaz de reconhecer sinais especificos do
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hospedeiro, provavelmente lipidios da epicuticula, sendo a especificidade
decorrente destes sinais (Pedrini et al. 2007). Segundo St. Leger et al., (1991),
0s componentes presentes na epicuticula sdo extremamente heterogéneos,
inclusive entre artropodes do mesmo género. Apos o contato e adsorgcao sobre
o tegumento do hospedeiro, 0 esporo germina e o fungo desenvolve-se

iniciando todo o processo de infeccéo
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Figura 4. Processo de infeccdao de M. anisopliae no hospedeiro (modificado de
Schrank & Vainstein, 2010). Os eventos de infeccdo foram descritos utilizando carrapatos
como modelo. (1) MEV da adesao do conidio a cuticula do hospedeiro; (2) MEV da germinagéo
do conidio; (3) MEV da diferenciagdo do tubo germinativo em apressorio; (4) MEV da
penetragdo da cuticula; (5) microscopia 6tica da diferenciacdo da hifa em blastosporos; (6)
MEV da colonizagdo do hospedeiro; (7) MEV da extrusdo para a superficie do cadaver do
hospedeiro e (8) fotografia dos conidiéforos e da produgdo de conidios no cadaver do
carrapato. CO — conidio; GT — tubo germinativo; AP — apressorio; H- hifa.
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A cuticula do inseto constitui uma barreira a ser transposta. E formada
de trés camadas basicas: epicuticula, procuticula e a epiderme (Juarez &
Fernandez, 2007). Logo que ha o reconhecimento da superficie pelo fungo,
ocorre a secrecao de uma substancia micilaginosa, cuja principal fungéo seria
auxiliar na adesdo do conidio (Zacharuk, 1971), posteriormente identificada
como secrecdo de proteinas chamadas adesinas. Nesta fase, a producao
destas proteinas do tipo MAD1 também é essencial para a adesao, uma vez
que mutantes nulos para o gene mad1, que codifica adesinas, sdo incapazes
de realizar a aderéncia a superficie de hospedeiros, além de terem a
germinacao retardada e nao formarem blastosporos (Wang & St Leger, 2007).

Como a superficie da epicuticula € composta primariamente de lipidios e
ceras, ela torna-se extremamente recalcitrante a danos fisicos e impede o
acesso de hidrolases a cuticula propriamente dita (Hadley, 1981). A secrecao
de lipases foi demonstrada em Metarhizium em condigdes que simulam a
infeccdo dos hospedeiros (Silva, et al., 2004) e é possivel que estas enzimas
rompam a camada hidrofébica de ceras e permitam o acesso de outras
hidrolases diretamente sobre a matriz composta por quitina e proteinas da
procuticula. Dentro deste panorama, podemos dividir a fase de adesao em trés
etapas: (1) adsorcdo dos propagulos do fungo na superficie cuticular; (2)
adesao de conidios pré-germinantes na epicuticula e (3) germinacao do fungo
e desenvolvimento sobre a cuticula, até a formacéo de apressério para o inicio
da fase de penetragao.

Na superficie do esporo ainda nado germinado, foi detectada a presenca
de enzimas como proteases, esterases e N-acetilglicosidases, que auxiliam na

adesdo e na aquisicao preliminar de nutrientes, causando modificacées
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superficiais na cuticula do hospedeiro (St Leger, et al., 1990). Estes esporos
germinam sobre o inseto produzindo um tubo germinativo, que, na
extremidade, se modifica formando o apressério. M. anisopliae pode
desenvolver o apressorio in vitro ou in vivo, sendo influenciado pela superficie
topogréfica e por superficies hidrofébicas duras (St Leger, et al., 1991, Hunter,
et al., 2001). O apressério acumula agucares, sendo responsavel pela geracao
de pressao osmética necessaria para a penetracao (Wang & St Leger, 2007).
Recentemente, foram demonstrados pelo menos quatro sinais diferentes que
afetam a formacao do apressério: (i) a fracdo polar da cuticula do hospedeiro,
(ii) os niveis de nutrientes, (iii) a superficie hidrofébica, e (iv) sinais ainda
desconhecidos resultantes da carapaga do hospedeiro (Wang, et al., 2005).
Apé6s a formacao do apressorio, desenvolvem-se os grampos de penetracao,
que sao caracterizados por uma alteragdo na parede celular da porcao do
apressorio que esta em contato com o hospedeiro, sendo mais fina e saliente
(St Leger, et al., 1991, Clarkson & Charnley, 1996).

Ap6és transpor a cuticula, ha um espessamento das hifas e a formacéao
de blastosporos responsaveis pela nutricdo do fungo com a degradacao das
fontes de carbono da hemolinfa dos hospedeiros. Com o desenvolvimento do
fungo, toxinas, acidos citrico e oxalico, sao secretados (Bidochka, et al., 1997).

Apbs a penetracdo, inicia-se o processo de colonizacdo. As hifas
germinam, sofrem um engrossamento, ramificam-se e desenvolvem-se como
blastosporos na hemocele. O fungo coloniza a cavidade interna do corpo do
hospedeiro e produz metabdlitos secundarios, como acidos organicos e toxinas
ciclodepsipeptidicas, conhecidas como destruxinas (DTX) que vao pronunciar o

processo patogénico. Foram descritos diferentes tipos de DTX: A, B, C, D e E,
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e outras 27 variantes (Wang, et al., 2003), as quais causam paralisia muscular
e inibicao da funcao de hemocitos e tubulos de Malpighi além da supressao do
sistema imune do hospedeiro (Bidochka, et al., 1997, Pal, et al., 2007).

As destruxinas, encontradas em M. anisopliae podem variar de acordo
com o substrato utilizado pelo fungo. O tempo de colonizacdo pode variar,
dependendo do hospedeiro e das condicoes ambientais (Hsiao & Ko, 2001,
Wang, et al., 2003). Os sintomas causados pela patogenia sobre o hospedeiro
sdo perda da sensibilidade, descoordenacdo dos movimentos e paralisia,
levando-o a morte (Alves, 1998). Apds a morte do hospedeiro, as hifas invadem
orgaos internos e, com o esgotamento de nutrientes, se estendem para fora do
tegumento. Sob condicbes ambientais apropriadas, ocorre a producado de
esporos de coloracdo verde oliva que poderdo ser disseminados pelo vento

para infectar outros individuos (Alves, 1998).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar fungbdes alternativas da proteina gliceraldeido-3-fosfato

desidrogenase (GAPDH) em Metarhizium anisopliae.

3.2 Objetivos especificos

- Localizar a proteina GAPDH em diferentes tipos celulares do fungo.

- Analisar o padrdo de expressao, transcritos do gene gpdht e da
proteina GAPDH de M. anisopliae, frente a diferentes fontes de carbono,
incluindo o componente majoritario do exoesqueleto dos artropodes, a quitina,
e o préprio exoesqueleto.

- Avaliar a participacdo de GAPDH na adesao de conidios em asas de

inseto.
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4. METODOLOGIAS

4.1.2. Microrganismos utilizados

A linhagem E6 do fungo filamentoso M. anisopliae var. anisopliae,
isolada a partir do cercopideo Deois flavopicta no estado do Espirito Santo
(cedida pelo Prof. Jodo Lucio de Azevedo - ESALQ/USP) e previamente
caracterizada (Frazzon et al., 2000) foi utilizada como linhagem selvagem (WT)
neste trabalho. Esta linhagem nao possui registros de utilizacdo comercial e
tem caracteristicas de linhagem generalista, considerando a gama de
hospedeiros a ela suscetivel.

A linhagem XL1-Blue (Stratagene) de Escherichia coli foi utilizada para
as manipulacdes de DNA de acordo com procedimentos padrao (SAMBROOK
& RUSSEL 2001). Para a expressao de gpdh1, a linhagem BL21(DE3) pLys-S
(Novagen) de E. coli foi utilizada de acordo com as recomendacdes do

fabricante.

4.1.3. Manutencao da linhagem E6 de M. anisopliae
A linhagem E6 foi inoculada em meio MCc (anexo 1) sélido adicionado
de 2% de solucao de sais (anexo 1) e 0,04% de elementos tragcos (Ver anexo

1) a 28 °C até a esporulacao (7-10 dias).

4.1.4. Suspensao de conidios e preparacao de outros tipos
celulares
Em placas de Petry contendo esporos, foram vertidos 3 mL de uma

solucdo de Tween-80 (anexo 1). Com alga de Drigalsky, o fundo da placa foi
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friccionado com o intuito de remover os conidios presentes e dispersa-los na
solucdo adicionada. Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, a suspenséao foi
transferida a um tubo do tipo Falcon estéril. O conteudo foi, entdo, centrifugado
a 4.000 g por 7 min. O sobrenadante foi descartado e agua Milli-Q estéril foi
adicionada, ressuspendendo os conidios, para a retirada do Tween-80 ainda
presente. A suspensao foi centrifugada a 4.000 g por 7 min novamente.
Descartou-se o sobrenadante e 2 mL de agua Milli-Q estéril foram adicionados
e conidios ressuspendidos com o auxilio de um vortex. A suspensao teve sua
concentragao determinada utilizando camara de Neubauer e foi mantida a 4 °C
por no maximo 14 dias.

Para a obtencdo de conidios germinados, 10° conidios mL" foram
inoculados em meio MCc e incubados por 8 horas sob agitacdo a 28 °C. A
obtencao de apressoério foi realizada pela incubagdo de 5x10° conidios mL ™" em
placa de Petry sem agitacao a 28 °C por um periodo entre 14 e 16 horas, em
um meio contendo como Unica fonte de nutrientes 0,04 % de extrato de
levedura. O micélio foi obtido por cultivo de conidios por 24 horas em meio
MCc, 28 °C sob agitacdo. Os blastosporos foram obtidos por incubagdo em
meio Adamek (1963) por 64 horas, seguido da filtragem com |a de vidro para
remocdo da porcdao micelial do cultivo. Os blastosporos tardiamente
germinados foram obtidos por incubacao da suspensao de blastosporos em

meio MCc por 3 horas adicionais.

4.1.5. Preparacao de células eletrocompetentes
Uma colbnia das cepas XL1-Blue ou pLys-S de E. coli foi inoculada em

12 mL de meio LB liquido (anexo 1), contendo o antibiético apropriado. O
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frasco foi incubado em agitador de bancada por periodo overnight a 37 °C e
250 RPM. Deste pré-in6culo, 2,5 mL foram inoculados em frascos de 1.000 mL
contendo 250 mL de meio LB liquido sem antibidtico. Os frascos foram
mantidos em agitacdo constante a 37 °C e 250 RPM. A cada 30 min, a DOggo
foi checada até atingir valores entre 0,35 e 0,4 unidades de absorbancia. Apés,
os frascos foram imediatamente incubados em gelo por 30 min. O cultivo
contendo as células foi centrifugado e lavado 3 vezes em 100 mL de agua Milli-
Q estéril. Apés, o total de células foi suspenso em 10 mL de glicerol (anexo 1)
estéril e novamente centrifugado. Finalmente, as células foram ressuspensas
em 1 mL de glicerol 10% (v/v). Aliquotas de 40 uL foram dispostas em tubos
Eppendorf de 0,5 mL, rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e
mantidas a -80 °C. As células foram transformadas por eletroporagdo conforme
protocolos padrao (SAMBROOK & RUSSEL 2001), utilizando eletroporador da

marca BIO-RAD.

4.1.7. Manipulacao de acidos nucléicos

Em todos os experimentos de hibridizacdo de DNA, um fragmento de
DNA previamente isolado, codificando GAPDH, foi utilizado como sonda (Dutra
et al., 2004). Para isso a biblioteca de cDNA, construida utilizando o kit
SuperScript Lambda System para sintese de cDNA e clonagem em fago A
(GIBCO BRL), a partir de RNA poli(A+) isolado de M. anisopliae cultivado em
meio suplementado com 1% de exoesqueleto de Riphicephalus (Boophilus)
microplus (Dutra et al., 2004), foi vasculhada usando o kit Chemiluminescence
(ECL) direct nucleic acid labeling and detection system (Amersham

Biosciences) de acordo com os procedimentos do manual do kit. Primers foram
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projetados dentro da sequéncia parcial de gpdh?1 (GPDMACDS1, 5
TTGTCCGCTCTCTCCATATACAC 3, GPDMACDS2, 5'
TCCATTCGGTTACTCTCTTATTTTC 3') e utilizados em amplificagdes por RT-
PCR e em amplificagdes usando DNA gendmico, realizados de acordo com
Sambrook e Russel (2001). Os amplicons foram clonados no vetor pUC18 para
sequenciamento com o kit DYEnamic ET Dye Terminator no sistema
MegaBace 1000 (Amersham Biosciences). Os contigs foram montados
utilizando as ferramentas do Staden package program (Bonfield et al., 1995;
Bonfield and Staden, 1995). Para amplificacdo e clonagem da sequéncia do
gene gpdh1 em vetor de expressao, os seguintes primers foram utilizados:
egpdhs 5" CCATGGCTCCCGTCAAGGTTGCCATC 3' e o primers egpdhas 5'

CTCGAGCTTGCCAGCGTCAACCTTGGC 3.

4.1.8 Alinhamento de sequéncias e analise filogenética

A sequéncia predita de residuos de aminoacidos da proteina GAPDH de
M. anisopliae foi alinhada utilizando ortélogos de varios outras espécies de
fungos relacionadas utilizando o programa ClustalX 1.83 (Thompson et al.,
1997). As arvores filogenéticas foram construidas usando o programa
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA 4) (Tamura et al., 2007), pelo
método de neighbor-joining com Poisson correction e a confiabilidade foi

avaliada por 10.000 replicacbes de bootstrap.

4.1.9 Extracao de RNA e analise por northern blot
RNA total foi extraido segundo Dutra ef al., (2004). O RNA utilizado nos

experimentos de Northern blot foi obtido pelo cultivo de M. anisopliae, em meio
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tendo como Unica fonte de carbono ou glicose, ou glicerol ou etanol. Um cultivo
inicial de 24 h foi realizado em meio MCc. As culturas foram coletadas e
lavadas com &agua destilada estéril. O micélio foi entdo transferido para meio
liqguido com 0,6 % de NaNOj tendo como fonte de carbono ou 1 % (w/v) de
glicose, ou 2 % (v/v) de glicerol ou 5 % (v/v) de etanol por 4 h sob agitacéo
(150 RPM) a 28 °C.

Os RNAs totais, utilizados para os experimentos de Northern blot, foram
extraidos de micélio cultivado em meio liquido, com 0,6 % (w/v) NaNOs
suplementado com 1 % de quitina ou 1 % de exoesqueleto de R. microplus, a
28 °C por 48 h.

Aproximadamente 10 ug de RNA total foram separadas em gel de
agarose 1,2 % contendo formaldeido e transferidas para filtros de nylon
(Amersham Biosciences). Os filtros foram hibridizados com sondas
radiomarcadas por [0-*P] dNTP utilizando o protocolo de Random priming,
como descrito em Sambrook e Russel (2001). Um clone de cDNA
correspondente ao gene gpdhi de M. anisopliae foi usado como sonda. A
normalizacdo do RNA fracionado em gel foi feita usando as quantidades de
RNA ribossémico visualizadas em gel corado com brometo de etidio. Os filtros
hibridizados foram expostos ao Screen Kodak-K e a imagem digital da
hibridizacdo foi obtida utilizando o sistema Pharos (Bio-Rad). As comparacdes
das intensidades das hibridizagdes foram calculadas utilizando o software

Imaged (Abramoff et al., 2004).
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4.1.10 Extracao de proteinas miceliais totais

O micélio cultivado é inicialmente filtrado, e parte da agua nele contida é
removida por absor¢cdo em papel filtro. O micélio é entdo pulverizado em
nitrogénio liquido e ressuspendido no tampao de extracao Tris 100 mM (pH
7,5), EDTA 5 mM, TPCK 50 pM e PMSF 1 mM. A proporgao de uso é de 2 mL
do tampao para cada 0,5 g de micélio pulverizado seco (ou parcialmente seco).
A mistura é agitada por cerca de 10 minutos e centrifugada a 10000 g por 15
minutos. O sobrenadante é entdo recolhido e o sedimento é armazenado,
novas fracées de sobrenadante podem ser obtidas pelo mesmo procedimento.

A quantificacdo das proteinas foi realizada utilizando o método de
Bradford e o sistema Q-bit (Invitrogen). A qualidade das proteinas foi verificada

por SDS-PAGE 12,5 %.

4.1.11 Manipulacao de proteinas: eletroforese e analise por western
blot

Os extratos protéicos celulares foram preparados a partir de micélio
cultivado inicialmente em meio MC por 24 h a 28 °C, o qual foi coletado, lavado
com agua destilada estéril e transferido para o0 meio de interesse por mais 6 h
(1 % (w/v) de glicose, ou 2 % (v/v) de glicerol ou 5 % (v/v) de etanol).

Apébs a extracdo de proteinas, 2 mg foram precipitadas pela adicao de
10 % (w/v) de acido tricloroacético e os sedimentos foram lavados cinco vezes
com 10 % (v/v) de acetona. As amostras foram ressuspendidas em 150 pL de
tampao de solubilizacdo (uréia 7M / tio-uréia 2M / CHAPS 4 % / DTT 1% /
anfélitos 0,2 % / orange g 0,05 %), incubadas por 1 hora a temperatura

ambiente e centrifugadas por 45 minutos a 13000 g a 20 °C. O sobrenadante é
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entdo coletado, evitando o sedimento formado ao maximo, e procede-se com a
re-hidratacdo ativa da tira a ser isoeletrofocalizada (50 V / 16 horas / 20 °C),
sem pausa entre a re-hidratacdo e o primeiro passo da isoeletrofocalizacao. Os
passos seguintes de isoeletrofocalizacdo sao os seguintes:

S1:500 V /1 hora (passo de dessalinizagao)

S2: 10000 V / 3 horas (com subida lenta da voltagem)

S3: acumulacao até 70000 V/H.

A focalizacao isoelétrica (IEF) foi realizada com tiras de 17 cm e pH 5-8
(Bio-Rad), e, ap6s o procedimento, as tiras foram incubadas em tampéao de
equilibrio (uréia 6 M / glicerol 30 % / SDS 2 % / Tris pH 8,8 375 mM / azul de
bromofenol 0,05 %) inicialmente com DTT 1% por 15 minutos e ao término com
iodoacetamida 4 % por mais 15 minutos. Ao término da IEF a segunda
dimenséo foi obtida em SDS-PAGE 12,5 %.

Nas analises por western blot, os extratos protéicos foram resolvidos em
gel de eletroforese unidimensional e bidimensional. As proteinas foram
eletroforeticamente transferidas para membrana de PVDF utilizando o sistema
da BIO-RAD, e a transferéncia foi avaliada pelo método de coloracdo com
vermelho de Ponceau S, a fim de determinar se quantidades equivalentes de
amostra foram migradas e a fim de determinar a eficiéncia de transferéncia. A
proteina GAPDH foi detectada utilizando o anti-soro policlonal gerado contra a
proteina GAPDH recombinante de Paracoccidioides brasiliensis (Barbosa et al.,
2006) e, apos a reagao do anti-soro primario com proteina, o anti-soro contra a
imunoglobulina G (IgG) de coelho conjugada a peroxidase foi utilizada para

deteccao indireta da hibridizacdo. A revelacao foi realizada usando o kit GE

66



developing western blot. O anti-soro anti GAPDH de P. brasiliensis foi cedido

pela Professora Célia de Almeida Soares da Universidade Federal de Goiania.

4.2.1 Determinacao da sequéncia de residuos de aminoacidos da
proteina gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

Amostras de extratos celulares foram fracionadas inicialmente por
focalizacao isoelétrica com tiras de pH 5-8 e por SDS-PAGE 12,5 % e, apos a
segunda dimensao as proteinas foram transferidas para membrana de PVDF,
overnight a 100 mA. A banda de 36 kDa e pl 7.0 foi removida do gel, submetida
a digestao com tripsina e a analise por espectrometria de massa (LC-MS/MS).
A sequéncia de aminoacidos foi obtida por analise no programa Mascot usando
0s seguintes parametros: carbamidometilacdo como modificacdes fixas,
oxidagao como modificagdes variaveis, £ 0,1 Da de tolerancia de peptideos, +
0,1 Da de tolerancia MS/MS; cargas dos peptideos +1, +2 € +3, monoisotopico,

usando o banco de dados NCBInr.

4.2.2 Deteccao da proteina GAPDH por microscopia de
fluorescéncia e microscopia confocal

Conidios foram obtidos da suspensao de esporos derivados de cultivos
de 10 dias em placas de Petry. Conidios germinados foram obtidos do cultivo
destes em meio MCc por 8 horas a 28 °C sob agitacdo. Apressorios foram
isolados de cultivos de 16 h em laminulas em meio tendo como Unica fonte de
nutrientes 0,04 % extrato de levedura. Micélio foi cultivado em meio MC a 28 °C

por 24h. Blastosporos foram isolados de culturas em meio Adamek (Adamek,
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1963) a 28 °C por 64 h e, apos isso, 3 h de cultivo em MC foi usado para obter
blastosporos germinados tardiamente.

Todos os tipos celulares acima descritos foram fixadas overnight a 4 °C
em 3,7 % de formaldeido / 50 mM de PIPES (pH 6,7) / 5 mM MgSQO,4 / 25 mM
de EDTA (pH 7,0). Ap6s a fixagdo, as amostras foram lavadas 5 vezes em
tampédo PEM (anexo 1). Antes do tratamento com os anti-soros primarios, as
laminulas foram incubadas em 500 puL de tampéao de bloqueio (BSA 2,5 % /
leite em pd desnatado 1% / soro fetal bovino inativado 8 %) por 1 hora a 37 °C.
Apés o bloqueio, as células foram lavadas 3 vezes com PBS / Tween 20 0,5 %
e entdo incubadas com o anti-GAPDH em uma diluicdo de 1:100 por 1 h a 37
°C feita em PBS / BSA 3%. Ap6s este passo, as células foram lavadas
novamente por 3 vezes em PBS / Tween 20 0,5 % e incubadas com o anti-soro
contra a imunoglobulina G (IgG) de coelho conjugada a FITC em uma diluicao
de 1:50 por 1h a 37 °C. Ao término da incubacao, as amostras foram lavadas 3
vezes em PBS / BSA 3 %. Nesta fase, corantes, como CalcoFluor White
(marcador de quitina) ou DAPI (marcador de nucleos), puderam ser utilizados.

A marcacao com o corante FM4-64 (marcador de vesiculas) foi feita
exclusivamente com células vivas, pois a internalizacdo ocorre por endocitose.
Para isto, conidios recém coletados foram incubados com 10 pg/mL de FM4-64
a 37 °C por 30 minutos e, ao término da incubagéo, os mesmos foram lavados
3 vezes com PBS 1X e incubados por mais 1 hora a 37 °C.

As laminas foram montadas com VectaShield e seladas com esmalte. A
observacéao foi realizada tanto em microscopio de fluorescéncia Carl Zeiss sob
objetiva de 100x assim com no microscépio confocal Olympus FluoView 1000

hospedado no Centro de Microscopia Eletronica da UFRGS (CME-UFRGS).
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As imagens oriundas da microscopia confocal foram processadas
utilizando o programa da Olympus FluoView10 viewer em associacdo aos

programas Image J e Voxx.

4.2.3 Atividade enzimatica e fluorescéncia de conidios
imunomarcados com GAPDH

A atividade de GAPDH foi medida espectrofotometricamente a 340 nm
pelo aumento da absorbancia devido a formacao de NADH. Para determinar a
atividade enzimatica de GAPDH na superficie externa dos conidios, extratos de
proteinas ligadas a superficie da célula foram obtidos como descrito em Silva et
al.,, (2009). Uma suspensao de conidios foi agitada por 5 minutos em tampéao
contendo Tris pH 8,0 50mM / Triton X-100 0,25 % em uma proporcédo de 2,5
mL de tampao para cada 1 grama de conidio, apds agitacdo, a mistura foi
centrifugada e o sobrenadante filtrado em filtro 0,22 um. A integridade dos
conidios foi confirmada por microscopia e a atividade enzimatica das proteinas
GAPDH da superficie das células foi medida em um ensaio de 20 min. A
medida de fluorescéncia quantitativa das proteinas GAPDH marcadas nos
conidios também foi obtida. Para isto, 10® conidios integros e lisados foram
incubados com anti-soro anti-GAPDH na diluicdo de 1:100 por 1h e, logo apds,
foram incubados com o anti-soro contra a imunoglobulina G (IgG) de coelho
conjugada a FITC em uma diluicdo de 1:50 por 1 h. A fluorescéncia a 525 nm
foi medida em um leitor de microplaca Spectramax M2° (Molecular Devices).
Conidios macerados com nitrogénio liquido foram utilizados como controle
intracelular e extracelular da proteina GAPDH. Conidios sem imunomarcacao

foram utilizados como controle negativo.
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4.3 Ensaio de adesao

Suspensdo de conidios de M. anisopliae selvagem (2x10” conidios/mL),
expressando GFP, foram utilizados para tratar asas de insetos em imersées de
20 segundos (a expressao de GFP tem como funcionalidade exclusiva facilitar
a visualizacao sob o microscépio de fluorescéncia, uma vez que a estrutura
heterogénea da asa dos insetos torna muito dificil a visualizacdo dos conidios
sob o campo claro, pois a espessura da asa apresenta diferentes
profundidades de observacdo, o que é incompativel com a fotodocumentagao
do campo observado. As asas foram colocadas na superficie de agar agua 0,7
% e incubadas por 8 h a 28 °C para induzir a germinacao das células. Os
conidios foram contados em cinco campos diferentes de cada asa utilizando
microscépio de fluorescéncia em objetiva de 20x, com trés réplicas (fotos de
cada campo foram capturadas e posteriormente analisadas com o auxilio do
programa Image J). Os conidios foram contados antes e ap6s lavagem com
0,05 % de tween 20 por 30 segundos. As asas utilizadas foram de Dysdercus
peruvianus e foram desinfestadas em H,O, a 37 % por 5 min e lavadas duas
vezes em agua destilada estéril. Os seguintes tratamentos foram realizados: (i)
antes da imersao das asas na suspensao de conidios foi feita a pré incubacgao
das mesmas em BSA (25 ug/mL) por 1 h a 37 °C e pré incubacdo com GAPDH
recombinante (25 ug/mL, de M. anisopliae) por 1 hora a 37 °C; (ii) a suspensao
de conidios foi tratada antes da imersédo das asas com anti-soro policlonal anti-
CHI2 (anti-soro controle, encontrado na superficie das células de M. anisopliae,
1:100) por 1 h a 37 °C e anti-GAPDH (1:100). Os experimentos foram

realizados em triplicatas, a média e o erro padrao foram determinados. A
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analise estatistica foi feita utilizando o teste t. Valores de P de 0,0001 ou

menores foram considerados estatisticamente significantes.

4.4.1 Expressao heteréloga de GAPDH

Apos amplificagdo do gene gpdht de M. anisopliae utilizando os primers
egpdhs e egpdhas, exclusivos para a expressado da proteina, o amplicom foi
clonado no vetor pUC18 e sub-clonado no vetor de expressdao pET-32b(+)
gerando o plasmideo pET-32b(+)::GAPDH (construcdo esta na qual estaria
contido entdo o gene que codifica a proteina GAPDH de M. anisopliae). A
linhagem de E. coli BL21 pLysS, foi transformada com o plasmideo construido
e foi cultivada em meio LB adicionado de ampicilina (100 pg/mL) a 37 °C até
atingir DOggo de 1. A expressao foi induzida por IPTG (concentracao final de 1
mM) e apés 3 h de inducao, as células foram coletadas por centrifugacao e
ressuspendidas no tampao de lavagem utilizado na purificacdo (50 mM NaH
PO / 300 mM NaCl/ 20 mM imidazol). As células foram lisadas por incubacao
com lisozima (1 mg/mL) por 30 min e por sonicagao (seis rounds de 10s a 200-
300 W com um intervalo de resfriamento a 4 °C de 10 segundos). Apoés a lise
celular, os debris foram separados por centrifugacdo e o sobrenadante foi
coletado e filtrado em filtros de 0.45 um. A proteina recombinante foi purificada
por cromatografia de afinidade utilizando resina Ni-NTA (QIAGEN). Apés
adsorgao da proteina a resina, a mesma foi lavada com tampao de lavagem e
as fracdes eluidas foram obtidas pela lavagem com tampao de eluicdo (50 mM
NaH PO / 300 mM NaCl / 250 mM imidazol). A fracdo com maior grau de
pureza foi avaliada por SDS-PAGE. Em todas as purificagdes, foi feita a

comparacdo do extrato bacteriano antes e ap6s a inducédo por IPTG, assim
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como a determinacdo da fracdo majoritaria na qual a proteina expressa se

encontrava, a fragao soluvel ou a fragao insoluvel.

4.4.2 Producao de anti-soro

Apoés a purificagdo da proteina recombinante (ver item 4.1), 100 ug da
proteina foram misturadas ao adjuvante completo de Freund e a mistura foi
inoculada em cinco camundongos fémea da linhagem Balbc, na cavidade
peritoneal. O adjuvante completo de Freund foi utilizado apenas na primeira
inoculacdo, nas restantes o adjuvante incompleto foi utilizado. Os in6culos
foram feitos com intervalos de 15 dias entre cada, num total de 6 in6culos. A
partir da terceira inoculacdo, o soro dos animais foi testado quanto a
especificidade, por western blot, contra a proteina GAPDH recombinante,
sendo este o critério de decisdo de interrupcdo dos in6culos. Com o término
das inoculacdes, os animais tiveram o sangue coletado. O sangue coletado foi
incubado por 1 hora a 37 °C, centrifugado por 10 minutos a 10000 ga 4 °C e o

sobrenadante armazenado a - 20 ¢ C.
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5. RESULTADOS

5.1 Clonagem molecular e analise do gene gpdh1 de M. anisopliae

Durante a procura por sequéncias diferencialmente expressas em M.
anisopliae em condicao que simulavam a infeccao (meio de cultivo contendo
exoesqueleto do carrapato R. microplus), dentre as varias sequéncias
encontradas estava uma sequéncia de 600 pb com identidade ao gene que
codifica a enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de outros fungos
filamentosos relacionados (Dutra et al.,, 2004). O fragmento de DNA foi entdo
utilizado como sonda em um experimento de Southern blot, que revelou a
presenca de uma unica copia do gene no genoma de M. anisopliae (FIGURA
5).

23,0kb_

9,4kb_ . —
6.5kb_
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FIGURA 5. Numero de cépias do gene gpdh1. Andlise por Southern blot do DNA
genémico de M. anisopliae mostrando uma Unica cépia do gene. O DNA foi digerido com
BamHI (canaleta 3), EcoRI (canaleta 4), Pstl (canaleta 5) e Sall (canaleta 6). Uma fragmento
de 600 pb codificando GAPDH foi utilizado como sonda e foi utilizado como controle positivo
(canaleta 1), o marcador e os respectivos tamanhos moleculares estdo na canaleta 2).
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Com o intuito de caracterizar completamente o gene gpdhi de M.
anisopliae, clones foram isolados utilizando para isso a sequéncia acima
descrita de 600 pb. O cDNA isolado foi utilizado para projetar primers 5' e 3'
para amplificacdo completa do gene gpdh1, codificando GAPDH. Os amplicons
genémico e de cDNA, com tamanhos de 1,2 kb e 1,4 kb respectivamente,
foram clonados no vetor pUC18, sequénciados e as sequéncias montadas em
contigs. A diferenca de tamanho entre ambos é referente a presenca de um
intron que se estende do nucleotideo 173 até o nucleotideo 387 (~200 pb).

Partindo desta sequéncia de 600 pb codificando a enzima GAPDH de M.
anisopliae, clones de uma biblioteca de cDNA foram isolados, e o gene
completo foi clonado em pUC18. A ORF de gpdht foi depositada no GenBank
sob o numero de acesso EF050456 e codifica uma proteina com 338 residuos
de aminoacidos, com massa e pl tedrico estimados de 36 kDa e 8,26,
respectivamente. A andlise in silico por dominios revelou apenas os dominios
de ligagcdo a NAD (Val4 a Cys151) e o dominio carboxi terminal (Leu156 a
Tyr313), ja esperados e tipicos de GAPDH (FIGURA 6). A sequéncia de
residuos de aminoacidos de GAPDH de M. anisopliae apresentou alta
identidade e similaridade com seus ort6logos em fungos relacionados (TABELA
1). Com base nisto, uma arvore filogenética foi construida (FIGURA 7),
mostrando a distribuicdo consistente com a encontrada na literatura para seus
ortologos (Jungehulsing et al., 1994; Ridder and Osiewacz 1992; Templeton et

al., 1992).
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FIGURA 6. Sequéncia e esquema do gene gpdh1. (A) Sequéncia de nucleotideos e
sequéncia deduzida de aminoacidos do gene gpdh1. Exons estdo em letras mailsculas e todas
as outras sequéncias em letras minusculas. O intron estd indicado por linha superscrita. Os
cédons de inicio e de término de traducdo estdo sublinhados e em negrito. Sublinhado
serrilhado representa o sinal putativo de poli adenilagdo. A sequéncia deduzida de aminoacidos
esta acima da sequéncia de nucleotideos (c6digo de uma uUnica letra). Os circulos ao redor
alguns residuos de aminoacidos marcam o residuo de cisteina (Cys151), o qual reage com o
substrato aldeido no dominio de ligagdo ao NAD", e marca também um residuo de histidina
(His178), que atua de desprotonacao do hemitioacetal no dominio catalitico. (B) Diagrama dos
dominios da proteina: a caixa cinza representa o dominio de ligagdo ao NAD* (Gp_dh N) e a
caixa branca o dominio catalitico (Gp_dh_C).
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TABELA 2. Valores de identidade e similaridade (substituicbes conservativas) do alinhamento
de sequéncias preditas de residuos de aminoacidos de GAPDH de M. anisopliae com ort6logos

de fungos relacionados e E. coli (como oufgroup).

Microrganismos Identidade Similaridade
Agaricus bisporus (AAA32634) 72% 82%
Aspergillus nidulans (AAA33307) 77% 86%
Aspergillus niger (CAA67966) 78% 88%
Aspergillus oryzae (BAB12234) 76% 87%
Candida albicans (AAC49800) 67% 81%
Claviceps purpurea (CAAS51721) 91% 95%
Cryphonectria parasitica (P19089) 82% 91%
Colletotrichum gloeosporioides (AAA02485) 86% 93%
Glomerella cingulata (AAA02486) 86% 93%
Lentinula edodes (BAA83550) 73% 81%
Mucor racemosus1 (Q9C136) 67% 79%
Mucor racemosus2 (Q96UF2) 70% 81%
Mucor racemosus3 (QI96UF1) 67% 78%
Neurospora crassa ccg7 (AAB95425) 84% 91%
Neurospora crassa (AAB00570) 84% 91%
Paracoccidioides brasiliensis (AAP42760) T76% 86%
Pichia pastoris (AAC49649) 64% 79%
Pichia ciferri (AAF21710) 64% 79%
Podospora anserina (P32637) 83% 91%
Saccharomyces cerevisiae tdhl (P00360) 63% 79%
Saccharomyces cerevisiae tdh2 (P00358) 63% 78%
Saccharomyces cerevisiae tdh3 (P00359) 63% 79%
Schizosaccharomyces pombe (P78958) 68% 80%
Schizosaccharomyces pombe (043026) 67% 80%
Sordaria macrospora (CAC86412) 85% 91%
Trichoderma harzianum (CAA73141) 77% 87%
Ustilago maydis (CAA30726) 74% 81%
Escherichia coli (AAA23856) 56% 71%
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FIGURA 7. Arvore filogenética de ortélogos de GAPDH. A sequéncia deduzida de
aminoacidos do gene gpdht de M. anisopliae foi utilizada para a construgdo de uma arvore
filogenética pelo método de neighbor-joining, e a posicdo do gene gpdh1 pode ser visto em
comparacao aos ortdlogos em fungos relacionados (o numero de acesso no GenBank de cada
gene estd ao lado de cada uma das espécies). O grau de confianca foi confirmado por 10000
replicagdes; a barra representa o nimero de substituigdes por nucleotideo. A sequéncia de
residuos de aminodcidos de M. anisopliae esta marcadada por um triangulo.
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5.2 Identificacao da proteina GAPDH de M. anisopliae

Com a finalidade de caracterizar possiveis isoformas de GAPDH em M.
anisopliae, extratos celulares foram isoeletrofocalizados em tiras de pH 5-8 e
analisados por SDS-PAGE (FIGURA 8, painel a). A imunodeteccdo de
isoformas da proteina GAPDH nativa foi realizada utilizando o anti-soro
policlonal anti-GAPDH de P. brasiliensis. O resultado do Western blot revelou

trés formas reativas, com pls de 6,6; 6,8 e 7,0 (FIGURA 8, painel b).
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FIGURA 8. Caracterizacao de isoformas de GAPDH de M. anisopliae. Painel (a)
mostra SDS-PAGE corado com azul de Coomassie € o painel (b) mostra a reatividade do
extrato contra o anti-soro contra GAPDH de P. brasiliensis (1:2000).

Uma das trés proteinas majoritarias com massa molecular de 36 kDa e
pl de 7,0 foi removida do gel 2-D, o qual foi migrado com extrato de proteinas
miceliais de M. anisopliae, e submetida a identificacdo em espectrofotometro
de massas. A sequéncia de residuos de aminoacidos de peptideos internos
com um alto protein score (derivado do ion score -1326), para GAPDH predita
de M. anisopliae apresentou cobertura de 67 % da sequéncia predita e foi
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obtida por analise utilizando o programa Mascot (TABELA 2 e FIGURA 9). Este

resultado confirma a especificidade do anti-soro policlonal anti-GAPDH de P.

brasiliensis contra GAPDH de M. anisopliae, e identifica a banda como sendo

uma isoforma de GAPDH de M. anisopliae. Entretanto, as outras duas

provaveis isoformas (pls de 6,6 e 6,8) ndao puderam ser isoladas em

quantidades suficientes para a identificacdo, o que nos leva a considera-las

apenas em suas possiveis identificagcdes positivas como isoformas.
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Figura 9. Cobertura dos peptideos identificados na sequéncia predita de residuos
de aminoacidos de GAPDH de M. anisoplie. Os peptideos identificados estdo marcados em
vermelho.
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TABELA 3. Sequéncia de residuos de aminoacidos de peptideos internos de uma proteina com massa molecular de 36 kDa e pl de 7,0, com alto
score para GAPDH de M. anisopliae (ABK40074 numero de acesso no NCBI) isolada de 2D-SDS-PAGE de extrato protéico de M. anisopliae.

Sequéncia do peptideo Observado ® | Mr (expt)” Mr (calc) Delta? Miss © Score " Esperado ® Rank"
NAAEHPEIEVVAVNDPFIDTEYAAYMLK | 1055,8263 3164,4571 3164,5012 -0,0041 0 29 1,5 1
GILAYTEDDVVSSDMNGNTNSSIFDAK 1440,1415 2878,2684 2878,2815 -0,0130 0 128 1,6e-10 1
FTIVEGLMTTVHSYTATQK 715,0166 2142,0280 2142,0667 -0,0388 0 (42) 0,21 1
VVISAPSADAPMYVMGVNEK 1055,4679 2108,9212 2109,0122 -0,0910 0 93) 9e-07 1
SAGAEYIVESTGVFTTTDK 988,4499 1974,8852 1974,9422 -0,0570 0 127 5,5e-10 1
LVSWYDNEWGYSR 837,8727 1673,7308 1673,7474 -0,0166 0 ©7) 0,00053 1
VPTANVSVVDLTAR 721,4022 1440,7898 1440,7937 -0,0038 0 (115) 1,6e-08 1
GASYDEIKEAIK 662,3236 1322,6326 1322,6718 -0,0391 1 103 3,3e-07 1
VLDLLAYIAK 559,8319 1117,6492 1117,6747 -0,0254 0 68 0,00092 1

*Valor experimental m/z

® Valor experimental m/z transformado para massa molecular relativa.

“ Massa molecular relativa calculada dos peptideos encontrados.

¢ Erro entre a massa experimental e a massa calculada.

¢ Ndmero de sitios de clivagem errados.

" Tons score.

€ Valor esperado para o peptideo encontrado.

" Rank dos ions encotrados, (1 a 10, onde 1 é o melhor valor encontrado).
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5.3 Regulacao fisiologica do gene gpdh1 e da proteina cognata de

M. anisopliae

O padrao transcricional do gene gpdh1 de M. anisopliae em resposta a
diferentes fontes de carbono (glicose, glicerol ou etanol como Unica fonte de
carbono) foi analisado por Northern blot, utilizando como sonda um fragmento
de cDNA de gpdhi radiomarcado. Os niveis de transcritos de gpdhi foram
expressivamente reduzidos na presenga de glicerol e de etanol quando
comparados a glicose (FIGURA 10A). Os niveis da proteina cognata foram
analisados por imunodeteccdo utilizando gel de poliacrilamida uni e
bidimendional de extratos de proteinas de cultivos utilizando as mesmas fontes
de carbono (FIGURA 10B, 10C, 10D e 10E). De maneira semelhante, houve
uma diminuicdo da acumulacdo da proteina GAPDH quando o fungo foi
cultivado em presenca de glicerol e etanol, quando comparado ao cultivo em
glicose. Tanto o padrdo traducional quanto o padrdo transcricional se
mostraram responsivos aos diferentes substratos aos quais M. anisopliae foi
submetido durante os cultivos. Os transcritos do gene gpdhi, oriundos do
cultivo de M. anisopliae cultivado em um meio contendo exoesqueleto de
carrapato ou quitina como fonte Unica de carbono, também foram analisados
(FIGURA 11), e demonstraram uma diminuigao significativa dos transcritos de
gpdh1 em meio contendo quitina quando comparado aos meios contendo

glicose ou exoesqueleto.
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FIGURA 10. Padrao de expresséao da proteina GAPDH durante o desenvolvimento
de M. anisopliae em condicoes fisiolégicas. (A) Analise por Northern blot dos transcritos do
gene gpdh1 oriundo de micélio cultivado em meio contendo glicose (Glu), glicerol (Gly) ou
etanol (EtOH). (A) O painel superior mostra a hibridizacdo de transcritos e o painel inferior o
carregamento com RNA ribossémico. (B) Analise por western blot de extrato protéico sob as
mesmas condigbes acima mencionadas. O painel da esquerda mostra o SDS-PAGE corado
azul de Coomassie e o painel da direita, a reatividade do extrato protéico frente o anti-soro
contra GAPDH de P. brasiliensis, onde a canaleta 1 representa a condicdo com glicose, a
canaleta 2, a condicdo com glicerol e a canaleta 3, a condicdo com etanol. O M representa o
marcador de massa molecular. O histograma foi estabelecido por analise densitométrica
utilizando o programa Image J. (C) SDS-PAGE bidimensional de extratos de M. anisopliae
cultivados em meio contendo glicose, (D) SDS-PAGE bidimensional de extratos de M.
anisopliae cultivados em meio contendo glicerol, (E) SDS-PAGE bidimensional de extratos de
M. anisopliae cultivados em meio contendo etanol. O painel (a) mostra o SDS-PAGE corado
com Coomassie, enquanto o painel (b) mostra a reatividade contra o anti-soro.
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FIGURA 11. Padrao de expressao dos transcritos de gpdh1 de M. anisopliae.
Andlise por northern blot dos transcritos de GAPDH de micélio cultivado em meio contendo

glicose (glu), exoequeleto de carrapato (Exo) ou quitina (Qui). O painel superior mostra a

hibridizacdo, o painel inferior, o carregamento com RNA ribossémico. O histograma foi
estabelecido por analise densitométrica utilizando o programa Image J.
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5.4 Producao e purificacao da proteina GAPDH recombinante

Mesmo ja possuindo o anti-soro anti GAPDH cedido pela Prof. Célia
Soares, e ja tendo realizado uma série de experimentos com o mesmo,
decidimos proceder com a expressao da proteina recombinante em E. coli, pois
acreditavamos que o uso da proteina GAPDH recombinante seria inevitavel em
algum passo futuro do projeto e ja estavamos decididos a gerar o anti-soro
homoélogo de qualquer maneira. Para isso, realizamos inicialmente a
amplificacdo do fragmento de 1,2 kb, obtido que foi amplificado a partir do
molde de cDNA de M. anisopliae com o uso dos primers egpdhs e egpdhas,
que confeririam ao produto de PCR os sitios de clivagem para as enzimas Ncol
(extremidade 5') e Xhol (extremidade 3'). O produto gerado foi clonado no vetor
pUC18, excisado com as respectivas enzimas de restricdo Ncol e Xhol, e sub-
clonado no vetor de expressdao pET-32b(+). A construcdo pbdde entdo ser
transformada por eletroporagcdo na linhagem de E. coli BL21 pLysS para
inducdo da expressao heteréloga da proteina GAPDH conforme o item 4.1.
Para a indugcdo 1 mM de IPTG foi utilizado em uma cultura com 3 horas de
cultivo a 37 °C e mantida por mais 3 horas de indug¢ao (uma aliquota de 1 mL
foi coletada para comparacgao antes e apés a inducao com IPTG).

A suspensdo de células bacterianas resultantes foi centrifugada e
ressuspendida em um pequeno volume (entre 3 e 5 mL) do tampao de lavagem
da resina de cromatografia. Uma aliquota de 1 mL foi coletada, fervida por 10
minutos e centrifugada a 14000 g por 5 minutos. O sedimento resultante foi
ressuspendido em 20 pL de tampao de amostra para SDS-PAGE, fervido por 3
minutos e novamente centrifugado. Apéds isto, 20 uL do sobrenadante foram

aplicados (fragao soluvel da amostra) e o sedimento restante foi ressuspendido
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em 20 puL de tampado de amostra e aplicado em gel (fragdo insoluvel da
amostra). Estas amostras foram comparadas ao perfil eletroforético de
proteinas de E. coli sem inducéo de expressao (FIGURA 12A). Cerca de 90 %
da proteina recombinante péde ser detectada na fracao solluvel, a banda de
expressao heteréloga era compativel com a massa molecular esperada para
GAPDH predita, assim como era inexistente no extrato bacteriano, e ainda, em

termos quantitativos, estava sendo expressa em altas quantidades.

50kD4_

50kDa_

l
|
|

FIGURA 12. Expressao heterdloga de GAPDH em E. coli. (A) Indugéao da expressao
em E. coli: M- marcador, 1- fragdo insollvel (sedimento) nao induzido, 2- fragdo insolavel
(sedimento) induzido (1mM IPTG), 3- fracdo soluvel (sobrenadante) nao induzido, 4- fragao
soluvel (sobrenadante) induzido (1mM IPTG), 5- fragéao insoluvel (sedimento) nao induzido, 6-
fracdo insollvel (sedimento) induzido (0,5mM IPTG), 7- fracdo sollvel (sobrenadante) nao
induzido, 8- fragdo soluvel (sobrenadante) induzido (0,5 mM IPTG). (B) Fracdes eluidas apds

purificagdo em coluna de afinidade.
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A suspensao de células ressuspensa no tampao de lavagem foi entao
lisada por incubacado com lisozima e sonicacdo como descritos na metodologia,
e se procedeu com a purificacdo em resina carregada com niquel, por
gravidade somente. Foram realizadas 8 lavagens com 1 mL do tampao de
lavagem e a proteina foi eluida em 4 fragées de 0,5 mL com o tampao de
eluicdo (FIGURA 12B). As fragdes mais concentradas foram escolhidas para o
procedimento de imunizacdo dos animais e tratamento de asas de Dysdercus

peruvianus com a proteina GAPDH recombinante.

5.5 Geracao de anti-soro em camundongos

As fragdes mais concentradas oriundas da purificacdo da proteina
GAPDH recombinante foram escolhidas para serem inoculadas nos
camundongos, cinco fémeas Balbc. Apenas com o término da sexta inoculacao
que se alcancou titulo suficiente do anti-soro para proceder com a coleta do

sangue dos animais (FIGURA 13).
1 2 3 4 5 6 7 8
FIGURA 13. Titulacao do anti-soro contra GAPDH de M. anisopliae. Canaleta 1:
animal 1 (1:750); canaleta 2: animal 1 (1:1000); canaleta 3: animal 2 (1:750); canaleta 4: animal

2 (1:1000); canaleta 5: animal 3 (1:750); canaleta 6: animal 3 (1:1000); canaleta 7: animal 4
(1:750); canaleta 8: animal 5 (1:750) e canaleta 9: soro recolhido antes do inicio imunizagao.
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O elevado numero de otimizacdes e experimentos que haviam sido
realizados com o anti-soro cedido pela Prof. Célia de Almeida Soares e um
revés na geracao terceirizada do anti-soro anti GAPDH (que nés custou cerca
de 6 meses), acabaram desencorajando o uso do anti-soro gerado por nés.
Além disso, algum procedimento de limpeza deveria ser realizado no soro
homélogo (como por exemplo, adsor¢do em extrato bacteriano) e, portanto,

mais tempo seria necessario.

5.6 Western blot de extratos de proteinas de superficie de conidios

Com o objetivo de localizar a proteina GAPDH na superficie dos
conidios de M. anisopliae, experimentos iniciais foram realizados utilizando
extratos protéicos da superficie de conidios. Um dos primeiros testes foi
realizado utilizando somente PBS 1X como tampéao para a agitacao e remocao
de proteinas ligadas fracamente a superficie do conidio. O protocolo mais
eficiente para remocéo de tais proteinas, entretanto, foi o descrito por Silva et
al., (2009) (descrito na metodologia). Contudo, a deteccdo da proteina por
western blot se mostrou pouco clara, mesmo quando quantidade altas de
extrato eram utilizadas (FIGURA 14). Logo, percebemos que outra abordagem

se fazia necessaria.
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M lPos 1

SDS-PAGE Blot

FIGURA 14. Analise da presenca de GAPDH em extratos de proteinas da
superficie celular de conidios. Andlise por western blot de extratos protéicos da superficie de
conidios de M. anisopliae utilizando o anti-soro contra GAPDH de P. brasiliensis. As canaletas
estao identificadas como M- marcador de massa molecular; Pos- controle positivo (180 pg de
extrato total de proteinas oriundo de cultivo em MCc); 1- extrato de proteina de parede celular

(225 pg oriundos de preparagédo usando protocolo de agitagdo com tampéao Tris/Triton por 5
minutos).
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5.7 Atividade da proteina GAPDH de extratos de superficie de
conidios de M. anisopliae

Uma das alternativas as tentativas infrutiferas de localizar a proteina
GAPDH na superficie de conidios por western blot foi a deteccédo da atividade
da proteina em extratos protéicos obtidos de lavagens de conidios com triton X-
100 e medida quantitativa da fluorescéncia detectada por reacdo de um anti-
soro secundario conjugado a FITC reconhecendo um anti-soro primario contra
GAPDH. A presenca de GAPDH na superficie celular foi também analisada
pela medida da atividade catalitica de GAPDH em extratos protéicos de
conidios intactos obtidos por lavagem com triton X-100. Um aumento na
atividade de GAPDH foi detectado em um ensaio de 20 minutos, indicando
indiretamente a presenca da proteina na superficie celular (FIGURA 15A). Com
o intuito de quantificar a proteina GAPDH na superficie celular de conidios, a
fluorescéncia das proteinas GAPDH de superficie foi avaliadas ap6s imuno
marcacao com FITC. Sinais de fluorescéncia, correspondendo a 2,4 vezes
mais proteina, foram detectadas em células propositalmente lisadas em
comparagado a células intactas, indicando uma concentracdo no interior da
célula notavelmente maior da proteina GAPDH, como ja era esperado devido
aos dados da imunomicroscopia (FIGURA 15B) (os experimentos foram feitos

simultaneamente).
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FIGURA 15. Deteccao da proteina GAPDH em conidios. (A) Atividade de GAPDH
detectada em extratos protéicos de superficie de conidios por 20 minuros a 25 °C. (B)
Fluorescéncia relativa de conidios imuno marcados com anti-soro priméario anti GAPDH e
posteriormente detectados com anti-soro secundario conjugado a FITC. 1- Controle de conidios
sem marcacao; 2- conidios detectados com FitC e 3- conidios lisados propositalmente e
detec¢do da proteina com FITC.
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5.8 Localizacao da proteina GAPDH na superficie celular

Com o intuito de definir a localizacdo celular de GAPDH em M.
anisopliae, conidios, conidios germinados, apressorio, micélio e blastosporos
foram examinados por microscopia de imunofluorescéncia e por microscopia
confocal. A proteina GAPDH foi detectada tanto na superficie celular como no
citosol (FIGURA 16 a FIGURA 29). A acumulacao nos pélos germinativos dos
conidios germinados, assim como dos blastosporos germinados foi evidenciada
com 64 h de incubacdo em cultivo com meio Adamek. Além disso, quase toda
proteina encontrada na célula migrou para os pélos dos blastosporos
germinados apés 3 h em meio MC (adicionalmente a 64 h de cultivo em meio
Adamek), e que foram chamados de blastosporos tardiamente germinados
(FIGURA 18 e FIGURA 29). Formas fluorescentes vesiculares puderam ser
observadas no citosol e na superficie celular. E interessante perceber também
o intenso remodelamento experimentado pelos blastosporos, sob a marcacéao
com calcofluor white (FIGURAS 27 e 28).

A comparacdo dos resultados encontrados na microscopia de
fluorescéncia com os resultados da microscopia confocal reforcaram as

convicgdes a respeito da localizacao da proteina GAPDH de M. anisopliae.
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FIGURA 16. Localizacao da proteina GAPDH em conidios e apressodrios de M.
anisopliae. Foi utilizado anti-soro anti-GAPDH (1:2000) e revelagao com anticorpo conjugado a
FITC. A andlise foi realizada em microscépio de fluorescéncia com excitagdo de 495 nm e
emissao de 525 nm. A barra indica 5 pum.
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FIGURA 17 Localizacdo da proteina GAPDH em micélio e blastosporos de /M.
anisopliae. Foi utilizado anti-soro anti-GAPDH (1:2000) e revelagao com anticorpo conjugado a
FITC. A andlise foi realizada em microscopio de fluorescéncia com excitagdo de 495 nm e
emissdo de 525 nm. A barra indica 5 um.
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FIGURA 18. Localizacdao da proteina GAPDH em blastosporos germinados e em
blastosporos germinados tardios de M. anisopliae. Foi utilizado anti-soro anti-GAPDH
(1:2000) e revelagado com anticorpo conjugado a FITC. A analise foi realizada em microscopio
de fluorescéncia com excitagédo de 495 nm e emissdo de 525 nm. A barra indica 5 pm.
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FIGURA 19. Localizacao da proteina GAPDH em blastosporos germinados tardios de M. anisopliae. Foi utilizado anti-soro anti-GAPDH
(1:2000) e revelagdo com anticorpo conjugado a FITC (microscépio de fluorescéncia com excitagcdo de 495 nm e emissao de 525 nm, em verde). Foram
utilizados também deteccao com DAPI (excitacdo de 340 nm e emissao de 488 nm, em azul) e calcofluor white (excitagdo de 355 nm e emissao de 433 nm,
em azul). A barra indica 5 um.
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Figura 20. Localizacao da proteina GAPDH em conidios de M. anisopliae
utilizando microscopia confocal. Foi utilizado anti-soro anti-GAPDH (1:2000) e revelacao
com anticorpo conjugado a FITC (microscépio de fluorescéncia com excitagdo de 495 nm e
emissao de 525 nm, em verde). Foram utilizados também deteccdo com calcofluor white
(excitacdo de 355 nm e emissao de 433 nm, emr azul) e FM4-64 (excitacdo de 550 nm e
emissao de 700 nm, em vermelho). A legenda a esquerda das figuras indica o plano dos cortes
observados. Cada coluna representa uma profundida diferente de corte.
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Figura 21. Localizacao da proteina GAPDH por imunofluorescéncia confocal em
conidios de M. anisopliae Foi utilizado anti-soro anti-GAPDH (1:2000) e revelagdo com
anticorpo conjugado a FITC (microscépio de fluorescéncia com excitagdo de 495 nm e emisséo
de 525 nm, em verde). Foram utilizados também deteccdo com calcofluor white (excitacao de
355 nm e emissao de 433 nm, em azul) e FM4-64 (excitacdo de 550 nm e emissao de 700 nm,
em vermelho). A legenda a esquerda das figuras indica o plano dos cortes observados. Cada
coluna representa uma profundida diferente de corte.
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Figura 22. Localizacao da proteina GAPDH por imunofluorescéncia confocal em
conidios germinados de M. anisopliae. Foi utilizado anti-soro anti-GAPDH (1:2000) e
revelagdo com anticorpo conjugado a FITC (microscépio de fluorescéncia com excitacdo de
495 nm e emissao de 525 nm, em verde). Foi utilizado também detecgdo com calcofluor white
(excitagao de 355 nm e emissao de 433 nm, em azul). A legenda a esquerda das figuras indica
o plano dos cortes observados. Cada coluna representa uma profundida diferente de corte.
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Figura 23. Localizacao da proteina GAPDH por imunofluorescéncia confocal em
conidios germinados de M. anisopliae Foi utilizado anti-soro anti-GAPDH (1:2000) e
revelagdo com anticorpo conjugado a FITC (microscépio de fluorescéncia com excitacdo de
495 nm e emissao de 525 nm, em verde). Foi utilizado também detecgdo com calcofluor white
(excitagao de 355 nm e emissao de 433 nm, em azul). A legenda a esquerda das figuras indica
o plano dos cortes observados. Cada coluna representa uma profundida diferente de corte.
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Figura 24 Localizacdao da proteina GAPDH por imunofluorescéncia confocal em apressodrios de M. anisopliae. Foi utilizado anti-soro anti-
GAPDH (1:2000) e revelagdo com anticorpo conjugado a FITC (microscépio de fluorescéncia com excitagdo de 495 nm e emissao de 525 nm, em verde). Foi
utilizado também deteccao com calcofluor white (excitacao de 355 nm e emissao de 433 nm, em azul). A legenda a esquerda das figuras indica o plano dos
cortes observados. Cada coluna representa uma profundida diferente de corte.
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Figura 25. Localizacao da proteina GAPDH por imunofluorescéncia confocal em apressorios de M. anisopliae. Foi utilizado anti-soro anti-
GAPDH (1:2000) e revelagdo com anticorpo conjugado a FITC (microscépio de fluorescéncia com excitagdo de 495 nm e emissao de 525 nm, em verde). Foi
utilizado também deteccao com calcofluor white (excitacao de 355 nm e emissao de 433 nm, em azul). A legenda a esquerda das figuras indica o plano dos
cortes observados. Cada coluna representa uma profundida diferente de corte.
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Figura 26. Localizacao da proteina GAPDH por imunofluorescéncia confocal em micélio de M. anisopliae Foi utilizado anti-soro anti-GAPDH
(1:2000) e revelagdo com anticorpo conjugado a FITC (microscopio de fluorescéncia com excitagdo de 495 nm e emissao de 525 nm, em verde). Foi utilizado
também deteccao com calcofluor white (excitagdo de 355 nm e emissao de 433 nm, em azul). A legenda a esquerda das figuras indica o plano dos cortes
observados. Cada coluna representa uma profundida diferente de corte.
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Figura 27. Localizacao da proteina GAPDH por imunofluorescéncia confocal em
blastosporos de M. anisopliae. Foi utilizado anti-soro anti-GAPDH (1:2000) e revelagdo com
anticorpo conjugado a FITC (microscépio de fluorescéncia com excitagdo de 495 nm e emisséo
de 525 nm, em verde). Foi utilizado também deteccdo com calcofluor white (excitacdo de 355
nm e emissdo de 433 nm, em azul). A legenda a esquerda das figuras indica o plano dos cortes
observados. Cada coluna representa uma profundida diferente de corte.
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Figura 28. Localizacao da proteina GAPDH por imunofluorescéncia confocal em
blastosporos de M. Anisopliae. Foi utilizado anti-soro anti-GAPDH (1:2000) e revelagdo com
anticorpo conjugado a FITC (microscépio de fluorescéncia com excitagdo de 495 nm e emisséo
de 525 nm, em verde). Foi utilizado também deteccdo com calcofluor white (excitacdo de 355
nm e emissao de 433 nm, em azul). A legenda a esquerda das figuras indica o plano dos cortes
observados. Cada coluna representa uma profundida diferente de corte.
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Figura 29. Localizacao da proteina GAPDH por imunofluorescéncia confocal em
blastosporos germinados de M. anisopliae. Foi utilizado anti-soro anti-GAPDH (1:2000) e
revelagdo com anticorpo conjugado a FITC (microscépio de fluorescéncia com excitacdo de
495 nm e emissao de 525 nm, em verde). Foi utilizado também detecgdo com calcofluor white
(excitagao de 355 nm e emissao de 433 nm, em azul). A legenda a esquerda das figuras indica
o plano dos cortes observados. Cada coluna representa uma profundida diferente de corte.
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5.9 Inibicao da adesao de conidios de M. anisopliae em asas de
inseto pela acao da proteina GAPDH recombinante e pelo anti-soro anti-
GAPDH

Ensaio de adesdo de conidios de M. anisopliae em asas de D.
peruvianus, mostraram que 71 % (2279 + 246,0) dos conidios selvagens
aderidos as asas do inseto ndo puderam ser removidos por lavagem com 0,05
% de tween 20. Quando os conidios foram tratados com anti-soro anti-GAPDH,
anteriormente a exposicao as asas, apenas 1,3 % (30,07 = 4,959) (P<0,0001)
dos conidios se aderiram, mostrando que os anti-soros blogueiam a ligacao
dos conidios as asas de maneira eficiente. A fim de excluir um possivel efeito
inespecifico do anti-soro, como, por exemplo, impedimento espacial, nos
utilizamos o anti-soro anti-CHI2 como controle. O anti-soro anti-CHI2 reage
com uma quitinase de M. anisopliae na superficie dos conidios que nao possui
envolvimento no processo de adesao (Boldo et al., 2009) e ndo afetou a
adesdo (1972 * 166,7 antes da lavagem e 1712 £ 177 apds a lavagem).
Quando as asas foram tratadas com a proteina GAPDH recombinante a
adesao diminui para 31 % (697,7 £ 132,4) e 11% (254,3 + 41,37) (P<0.0001)
antes e depois da lavagem, respectivamente. Novamente, para excluir um
possivel blogqueio inespecifico da adesdo pelo tratamento com a proteina
recombinante, nos utilizamos um controle de asas tratadas com BSA. Neste
caso, a adesao foi de 2205 + 207,8 e 1974 + 120,4 antes e apoOs a lavagem,
respectivamente (FIGURA 30). A FIGURA 31 mostra a microscopia de
fluorescéncia de alguns analisados de asas expostas aos conidios nas

diferentes condi¢des do experimento.
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Figura 30. Ensaio de adesao de conidios de M. anisopliae em asas de Dysdercus
peruvianus mostrando a participacdao da proteina GAPDH. O histograma quantifica o
namero de conidios aderidos a asas de D. peruvianus. Como controle positivo do experimento,
conidios selvagens e asas de insetos nao sofreram nenhum tipo de incubag¢do. W-BSA: asas
incubadas com BSA. W-GAPDHrec: asas incubadas com proteina recombinante GAPDH. Co-
anti-chi2: conidio incubado com anti-chi2. Co-anti-GAPDH: conidio incubado com anti-GAPDH.
Os valores representam as médias + o erro padrdo. Barras vazias, antes da lavagem; barra
preta, ap6s a lavagem. Os asteriscos indicam valores estatisticamente diferetes do controle
(valor de P < 0,0001).

A

B Conidios tratados com anti-GAPDH C Asas tratadas com GAPDH recombinante
A.L. D.L. A.L. D.L.

GAPDHrec
Anti-GAPDH

BSA
Anti-chi2 :

Figura 31. Ensaio de adesdo de conidios de M. anisopliae contra asas de D.
peruvianus. (A) Esquema da asa de D. peruvianus ressaltando os campos observados sob
microscopio. (B) Microscopia de fluorescéncia (linhagem de M. anisopliae expressando GFP)
de conidios tratados com anti-GAPDH. A.L. (antes da lavagem) e D.L. (apds a lavagem).
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6. DISCUSSAO

Um dos principais focos de investigacdo cientifica em Biologia
atualmente é a atribuicdo da funcédo génica e sua regulagdo. Os projetos em
larga escala de seqUenciamento de genomas, transcriptomas e proteomas tém
gerado uma quantidade enorme de informagdes, muito da qual é redundantes.
Assim, alguns genes ja foram caracterizados em diversos organismos,
enquanto outros continuam com a sua funcdo indeterminada. Estes projetos
também tém mostrado que existe uma grande diversidade na natureza o que
torna ainda mais dificil determinar a funcdo de um gene por simples
comparagdo. Contrariamente a essa diversidade e complexidade, algumas
proteinas desempenham mais de uma fungdo na mesma célula, e séo
denominadas proteinas multifuncionais ou proteinas moonlighting (Jeffery et
al.,, 2005, 2009). Esse é o caso de algumas proteinas muito “comuns” e
envolvidas em rotas metabdlicas basicas na fisiologia celular. Descobrir as
outras fungdes destas proteinas tem sido um desafio, mas em muitos sistemas
descobertas muito relevantes foram realizadas.

Em particular a proteina GAPDH, uma enzima basica da via glicolitica
em todos os organismos onde foi estudada, apresenta uma diversidade de
fungdes adicionais que sdao fundamentais para a biologia da célula (Sirover,
2005). Varios estudos revelaram que GAPDH possui localizagdo no nacleo e
na superficie da célula, além da localizacdo citosélica j& bem conhecida.
Nestas localizagdes alternativas, a proteina desempenha fungdées nao usuais
como na endocitose e na fusdo de membranas, no transporte vesicular

secretério, no controle da traducdo; no transporte de tRNA nuclear, na
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replicacdo de DNA e no reparo de DNA. GAPDH ainda esta envolvida com a
morte celular independente de caspase (Colell, et al., 2007). Outros tipos de
funcdes alternativas descritas para a proteina sdo aquelas envolvidas com o
processo de infeccdo dos patégenos em seus hospedeiros; alguns exemplos
sdo o envolvimento com a adesdo e com a evasdo do sistema imune do
hospedeiro (Crowe, et al., 2003, Barbosa, et al., 2006, Terao, et al., 2006,
Egea, et al., 2007, Hoelzle, et al., 2007, Zhang, et al., 2007, Kinoshita, et al.,
2008, Zhang, et al., 2008, Lama, et al., 2009, Lu, et al., 2009).

Quando a sequéncia parcial do gene gpdh1 foi isolada pela primeira vez,
a partir de células de Metarhizium anisopliae cultivado em condicées que
mimetizam o processo de infec¢do, ela foi considerada casual. Entretanto, a
partir de dados da literatura e de experimentos de Northern blot em nosso
laboratério, foi evidenciado que este gene, diferentemente do padréao
constitutivo considerado absoluto em alguns fungos (Alves, et al., 2004, Kuo, et
al., 2004, Pachlinger, et al., 2005), tinha a sua transcricdo regulada pelo
substrato adicionado ao meio de cultura, de forma semelhante a padrdes
também ja observados (Wolff & Arnau, 2002, Larsen, et al., 2004). Este
resultado nos levou a propor o desenvolvimento deste trabalho que visou
identificar outras possiveis atividades de GAPDH em Metarhizium.

Iniciamos este trabalho pela clonagem, caracterizagdo do gene gpdht e
pela determinacdo de que 0 gene esta presente em uma unica copia no
genoma de M. anisopliae. A sequéncia deduzida de residuos de aminoacidos
do cDNA e do DNA genbmico do gene gpdh1 foram confirmadas por
identificagdo da proteina de M. anisopliae utilizando MS. A banda nativa

majoritaria de (36 kDa e pl 7,0) foi isolada por eletroforese bidimensional de
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extrato protéico micelial de M. anisopliae. As outras duas isoformas da
proteina, de 36 kDa e pls de 6,6 e 6,8, observadas em experimentos de
imunodetecgéo utilizando o anti-soro anti-GAPDH, levando-nos a supor, com
base na identidade destas com a forma predominante, que estas representam
isoformas de GAPDH, embora quantidades suficientes nao foram obtidas para
a obtencéao cabal das identificacdes. Um padrao de multiplicidade de isoformas
poderia sugerir diferentes funcdes para cada isoforma, como ja encontrado em
outros sistemas (Barbosa, et al., 2004, Benndorf, et al., 2008).

Os primeiros experimentos propostos apds o isolamento do gene, e
antes mesmo da identificacdo da proteina por espectrometria de massas, foram
realizados para verificar possiveis alteracées no padréo transcricional do gene
gpdh1, pois ha relatos na literatura de tal fenbmeno em outros organismos e
em outros fungos (Wolff et al., 2002; Zheng et al., 2003; Hara et al., 2006;
Mitsuzawa et al., 2005; Sirover 2005; Egea et al, 2007). O primeiro
experimento neste sentido foi realizado para determinar os padrées dos
transcritos de gpdh1 frente a diferentes fontes de carbono, regulacdo que ja
havia sido descrita em outros fungos e que poderia sugerir algum mecanismo
de regulacao do gene.

Em Mucor circinelloides, o ortélogo de gpdhi também apresentou um
padrao de regulacdo bem definido que € inicialmente regulado em resposta a
fontes de carbono por um mecanismo que inclui um regulador negativo (Larsen
et al., 2004). O comportamento transcricional de gpdh1 de M. anisopliae em
resposta a diferentes fontes de carbono nos levou a inferir que, tanto o glicerol
como o etanol, estariam sendo assimilados diretamente pela via do ciclo do

acido citrico e pela cadeia de fosforilacdo oxidativa. Devido a auséncia de
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glicose nestas condicdes experimentais, os transcritos do gene gpdh1 estariam
fortemente reprimidos. Esta observacao apodia o fato de que o metabolismo
aerébio prevalece em M. anisopliae, assim como em outros fungos
filamentosos tais como Trichoderma reesei (Chambergo, et al., 2002). Um
mecanismo bem conhecido de modulagcao génica envolvido na repressao por
catabdlito de carbono é descrito em Aspergillus nidulans (Mogensen, et al.,
2006). (Mogensen, et al., 2006). Quando A. nidulans é cultivado em fontes
menos favoraveis de carbono (como glicerol ou etanol), o fungo reprime os
genes envolvidos na utilizacdo de fontes favoraveis de carbono, como glicose.
Uma proteina importante que controla a repressao por catabdlito de carbono é
a proteina CreA de A. nidulans (Mogensen, et al., 2006). Em M. anisopliae, a
repressdao em resposta a diferentes fontes de carbono € modulada pela
proteina CRR1 (Screen, et al., 1997), ortdlogo de CreA.

Apés observar que de fato ocorria regulacao dos transcritos do gene
gpdh1 de M. anisopliae, a préxima etapa era verificar se a proteina
apresentaria regulacdo hierarquica ou regulacdo metabdlica (ter Kuile &
Westerhoff, 2001). A hipdtese que rege a maioria dos estudos de analise
gendmica ou transcricional € a de que a expressdo de um gene no nivel
transcricional prediz, quantitativamente, o quao ativo o gene estd naquele
momento. Por exemplo, um sinal "n" vezes maior em um resultado de Northern

blot ou um nivel aumentado em um chip de microarray significa "n" vezes mais
proteina e "n" vezes mais funcdo. No caso de razdes enzimaticas que sao
parte de uma via metabdlica, esta suposicao pode nao refletir a realidade. Em

qualquer, momento a taxa de uma reacdo enzimatica é a funcdo do seu

substrato(s), produto(s), modificador(es), conhecidos como propriedades
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metabdlicas e de sua expressdo génica, modificando a concentracdo da
enzima em questéo (ter Kuile & Westerhoff, 2001). Como definido por Kuile e
Westerhoff, as modificagdes metabdlicas sdo todas aquelas que sdo causadas
pelas concentracbes do substrato(s), produto(s) e modicador(es). Ja as
modificacdes hierarquicas sdo todas aquelas causadas pelas alteragdes nas
concentracdes das enzimas por alteracdes no sequestro de mRNA ou por
diferentes localizagdes intracelulares destes, ou ainda a taxa na qual estes
MRNAs sdo assimilados, seja por transcricdo, traducdo ou degradacao. A
analise por Western blot da proteina GAPDH sob as mesmas condicoes
metabdlicas, mostrou 0 mesmo padrao de regulacao traducional em resposta
as diferentes fontes de carbono: glicose, glicerol ou etanol, que o padrao de
regulacdo transcricional. Com isso, pudemos constatar que, sob estas
condicdes de regulacdo, a traducéao da proteina GAPDH obedece a um padrao
de regulagédo hierdrquica bem definido. Contudo, existe a possibilidade da
proteina estar sob o controle de ambos os tipos de regulacéo.

Uma diminuicdo importante no acumulo de transcritos de gpdh1 em
amostras de RNA extraidas de M. anisopliae cultivado em meio contendo
quitina também foi observada em andlise por Northern blot comparada aos
transcritos obtidos em meio contendo exoesqueleto ou glicose como Unica
fonte de carbono. A auséncia de fontes de carbono metabolicamente favoraveis
no meio contendo quitina teria desencadeado um mecanismo de regulacédo
negativa do gene gpdh1, simultaneamente a regulacdo positiva de genes
codificando enzimas necessarias para a utilizagdo de fontes de carbono menos
favoraveis para o fungo. A complexidade da composicdao do exoesqueleto

adicionado ao meio de cultivo é dificil de ser determinada. Isto poderia explicar
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a regulacao positiva de gpdh1 em meio contendo exoesqueleto, em adicdo a
um provavel papel da proteina GAPDH na adesdo ao hospedeiro, pois outras
fontes favoraveis de carbono poderiam estar presentes no meio contendo
exoesqueleto como substrato (Mogensen et al., 2006; Dutra et al., 2004).
Entretanto, nada impede que essa regulacéo positiva esteja relacionada a um
possivel papel alternativo envolvendo a proteina GAPDH e a superficie do
hospedeiro. Estes resultados permitem supor o envolvimento de GAPDH em
algum outro processo essencial para a célula do fungo.

Sao muitos os relatos na literatura descrevendo a localizagéo celular da
proteina GAPDH na superficie dos microrganismos (Alvarez, et al., 2003,
Bergmann, et al., 2004, Barbosa, et al., 2006, Kinoshita, et al., 2008, Lama, et
al.,, 2009). Logo, a localizacdo celular da proteina era uma das préximas
questbes a serem abordadas. A primeira tentativa que fizemos neste sentido foi
a de localizar a proteina em extratos protéicos da superficie de conidios. Um
teste inicial foi feito pela agitacdo de uma suspensdo de conidios em PBS 1X,
que acabou gerando um extrato muito pouco concentrado, o que inviabilizava
qualquer tentativa de deteccao por Western blot. Em uma segunda tentativa,
um protocolo bem estabelecido para a extracdo de proteinas de superficie de
conidios (Silva et al., 2009) foi utilizado, e 0 sucesso da extracao foi alcancado,
obtendo-se grandes quantidades de proteina nas fragées extraidas. Contudo, a
deteccao por Western blot se mostrou pouco conclusiva, mesmo apés diversas
repeticoes.

Uma alternativa para localizar a proteina GAPDH na fragdo protéica da
superficie de conidios foi o uso da mesma fracdo de proteinas (extraidas

utilizando agitacdo com triton X-100) em reacdes de atividade especifica de
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GAPDH (redugdo de NAD® a NADH, reacdo esta que é exclusivamente
realizada pela enzima GAPDH quando catalisa a fosforilagdo oxidativa do
substrato gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-bifosfoglicerato). De fato, o aumento
da atividade foi observado em um ensaio de 20 minutos, demonstrando,
indiretamente a presenca da enzima no extrato protéico oriundo da superficie
de conidios de M. anisopliae. Outra alternativa que se mostrou viavel foi a
determinacao quantitativa da proteina por medida da fluorescéncia de GAPDH
localizada na superficie de conidios utilizando anti-soros secundarios
conjugados a FITC, os quais reconheceriam o anti-soro primario anti-GAPDH
que estaria ligado as respectivas proteinas de superficie. Ambas as
abordagens foram bem sucedidas, e demonstraram, ainda que de maneira
indireta, a presenga da enzima na superficie dos conidios. Esta localizagdo de
uma enzima citosoOlica tem sido cada vez mais relatada em células de
eucariotos e procariotos (Barbosa, et al., 2006, Egea, et al., 2007).

Uma das caracteristicas de M. anisopliae é a formacao de diferentes
tipos celulares ao longo de seu ciclo de vida. Utilizamos essa diversidade
celular para verificar a localizacago da GAPDH. Experimentos de
imunomicroscopia de fluorescéncia e microscopia confocal foram realizados em
conidios, conidios germinados, apressoérios, micélio, blastosporos e
blastosporos germinados. Nestes experimentos foram determinadas duas
localizacdes, GAPDH citosolicas e superficie celular, em estruturas vesiculares,
como descrito por Rodrigues et al., (2007, 2008) e por De Jesus et al., (2009).
A presenca de GAPDH na superficie de células de M. anisopliae levanta
algumas questbes, como, por exemplo, como a incorporacdo da proteina na

parede celular ocorre na auséncia de um peptideo sinal responsavel pelo
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enderecamento da proteina na via secretoria. As estruturas vesiculares
observadas poderiam nos levar a sugerir uma hip6tese de exportagdo da
proteina por uma via de secrecao de vesiculas através da parede celular
(Rodrigues, et al., 2007, De Jesus, et al., 2009). Entretanto mais estudos séo
necessarios para verificar esta possibilidade.

Um fato interessante que foi observado tanto em conidios germinados
como em blastosporos germinados é a localizacdo da proteina no pélo
germinativo da célula. Em ambos os tipos celulares a migracdo é tao intensa
que existem células onde a presenca de GAPDH no pélo ndo germinativo é
quase nula. Outra observacao interessante € a quase auséncia da proteina na
superficie de blastosporos. A marcacao da proteina com anti-soro conjugado a
FITC e contra marcagéao de quitina com calcofluor white, em blastosporos, foi
exaustivamente observada utilizando microscopia de fluorescéncia e a
auséncia da proteina na superficie parecia nao obedecer a nenhum padrao que
ndés pudéssemos observar. . Em blastosporos, ficou evidente pela marcacao
com calcofluor white que o remodelamento da parede celular gera profundas
modificagées estruturais. Até mesmo a estrutura externa dos blastosporos
apresentava sinais de deformacdo, semelhantes a saliéncias, e a parede
celular estava visivelmente desestruturada, sofrendo remodelamento.

Objetivando verificar um possivel envolvimento da proteina GAPDH no
processo de adesao do conidio de M. anisopliae, foi utilizado um modelo de
adesdo em asas de D. peruvianus (Wang & St Leger, 2007). Este experimento
foi composto de dois objetivos: (i) verificar se o tratamento de conidios de M.
anisopliae com o anti-soro anti-GAPDH inibia de alguma forma a adesao, por

inibicdo da GAPDH da superficie do conidio. A fim de descartar a possibilidade
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da inibicdo da adesao ser causada por bloqueio espacial gerado pela ligacao
do anti-soro a superficie do conidio, anti-CHI2 foi utilizado como controle
negativo; (i) verificar se o tratamento das asas do inseto com a proteina
GAPDH recombinante inibia a adesao por bloqueio dos possiveis receptores
para GAPDH encontrados em sua superficie. Com o intuito de descartar a
possibilidade da proteina recombinante GAPDH estar bloqueando todo e
qualquer receptor encontrado nas asas, nos utilizamos BSA como controle
negativo. Analisando o resultado deste experimento, inicialmente verificou-se a
consideravel inibicdo da adesao tanto dos conidios tratados com o anti-soro
anti-GAPDH assim como da ades&o dos conidios as asas tratadas com a
proteina recombinante GAPDH, antes e ap6s a lavagem com tween 20. Uma
conclusdo que se poderia tirar destes resultados é a da participacdo da
proteina GAPDH no processo de adesao, desempenhando funcao de adesina.
Entretanto, a diminuicdo drastica da adeséo ja antes mesmo da lavagem das
asas - 1,3 % (30,07 £ 4,959) de conidios aderidos - nos leva a pensar no
envolvimento da proteina em algum outro processo com maior importancia,
algum outro processo essencial para a adesao.

A redundancia do mecanismo de adesao de M. anisopliae e de outros
fungos filamentosos relacionados é um fato descrito na literatura (Gale, et al.,
1998, Guo, et al., 2000, Fu, et al., 2002, Holder & Keyhani, 2005, Wang & St
Leger, 2007). Obviamente o processo de adesédo nao depende exclusivamente
da funcdo de adesina de GAPDH para ser bem sucedido, existem diversas
outras proteinas que tem sobreposicdo desta funcdo. O transporte por
vesiculas para o0 espago extracelular parece ser um processo celular

compativel com uma provavel funcdo essencial desenvolvida pela proteina,
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que faz com que sua supressao gere diferenca tdo drastica em relagcdo ao
conidio ndo tratado. Se por exemplo a proteina GAPDH estiver envolvida no
transporte de vesiculas para o espago extracelular, e se estas vesiculas
estiverem transportando as proteinas envolvidas no mecanismo de adesao
teriamos, de fato, uma inibicdo drastica do processo (Bryksin & Laktionov,
2008). Esta linha de raciocinio encontraria apoio no resultado do ensaio de
adesdo dos conidios tratados com o anti-soro anti-GAPDH, mas o resultado
das asas tratadas com a proteina GAPDH recombinante levanta outra questao
que é conflitante. Uma provavel explicagdo para o resultado seria a primeira
hipétese de funcdo da proteina, exclusivamente de adesina. O resultado de
adesao dos conidios as asas tratadas com GAPDH pode ser considerado
importante - 31 % (697,7 + 132,4) e 11% (254,3 + 41,37) conidios aderidos. Se
por exemplo, fossem dez as proteinas envolvidas no mecanismo de adesao,
incluindo GAPDH, a partir do momento que se inibiu a acdo de uma delas
(neste caso pela ligacao da proteina recombinante no sitio de agdo da proteina
na asa) ainda haveriam nove proteinas para promover a adesdo, ou seja,
teriamos a inibicdo de um décimo da adesdo. Obviamente, ndo se pode
simplificar o problema desta forma, pois algumas proteinas podem ter uma
importancia maior do que outras, mas € uma possibilidade que poderia explicar
os resultados.

Muitas vezes para se entender mecanismos complexos, como o
processo de infeccdo dos fungos, precisa-se primeiramente compreender a
biologia e a fisiologia basica do microrganismo. Tenta-se muitas vezes
compreender apenas uma parte do todo, quando, na verdade, os elementos

sdo quase todos intrinsecamente conectados. No processo de infecgéo, por
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exemplo, muitas vezes as buscas acabam se voltando para uma proteina
Unica, ou um grupo de proteinas, que sao imprescindiveis para o processo;
entretanto, a literatura vem mostrando, e até mesmo alguns dos préprios
experimentos deste trabalho, que devemos focar em algumas proteinas de
funcdo basica, pois, muitas vezes, as funcbes basicas sdo os alicerces
fundamentais, estes sim imprescindiveis, para processos avangados como a
infeccdo. Ainda que ndo se consiga entender todas as variantes da natureza de
proteinas multifuncionais como a GAPDH, exemplos como este reforcam a
importadncia que as proteinas multifuncionais podem ter, contribuindo para

maior complexidade dos processos celulares.
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7. CONCLUSOES

- Das trés proteinas do extrato protéico de M. anisopliae que reagem
com o anti-soro anti GAPDH de P. brasiliensis, uma isoforma mais alcalina de

GAPDH ¢é a majoritaria no fungo filamentoso M. anisopliae.

- O gene de M. anisopliae gpdh1 apresenta um padrdo de regulacao
transcricional que responde a diferentes fontes de carbono, ocorrendo
diminuicdo do nivel de transcritos do gene quando o fungo foi cultivado em

meio contendo fontes menos favoraveis de carbono.

- A analise da expresséao da proteina GAPDH sugere um comportamento
de regulacédo hierarquico, pelo menos nas condi¢des fisiolégicas analisadas

(diferentes fontes de carbono).

- Em M. anisopliae, a proteina GAPDH, além de apresentar localizagao

citosélica, localiza-se também na superficie das células do fungo.

- A observacao da proteina GAPDH nos diferentes tipos celulares de M.

anisopliae por microscopia mostrou que, na grande maioria dos casos, ela esta

presente também na superficie celular.

- Nos blastosporos a proteina GAPDH é observada apenas raramente

na superficie da célula e, mesmo assim, com distribuicdo muito restrita. Nos
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blastosporos ocorre intenso remodelamento da parede celular, o que poderia

explicar a auséncia da proteina na sua superficie.

- Em células polarizadas, como conidios germinados ou blastosporos
germinados, ocorre uma concentracdo da proteina nos pélos germinativos.
Simplesmente pode estar ocorrendo um recrutamento da proteina para suprir
funcdes basicas da célula, uma vez que a demanda energética em poélos
germinativos € muito maior do que no restante da célula, ou pode haver o

envolvimento em algum outro processo celular que esteja ocorrendo no local.

- A inibicao drastica da adesao de conidios de M. anisopliae as asas de
inseto, como resultado do tratamento dos conidios com o anti-soro anti-
GAPDH, nao pode ser explicada exclusivamente por uma possivel funcdo de
adesina exercida pela proteina, pois a redundancia da fungédo é evidente. O
envolvimento da proteina em algum outro processo basico da infecgao inicial

responderia melhor a inibicdo tao intensa da adesao.

- Os niveis de inibicao da adesdao em resposta ao tratamento da asa do
inseto com a proteina GAPDH recombinante sdo coerentes com uma fungéo da
proteina no processo de adesdo, uma vez que ocorre atuagdo somente nos

receptores para a proteina no hospedeiro.
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8. PERSPECTIVAS

Identificar se realmente existe o envolvimento da proteina GAPDH em
outro processo celular que nédo a adeséo.

Descrever a rota de secrecao da proteina GAPDH.

Estudar em maior detalhe como a proteina GAPDH interage com
componentes da superficie do hospedeiro, e com componentes internos do

hospedeiro, e se possivel, identifica-los.
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Introduction

Metarhizium anisoplice is a filamentous fungus with the
ability to infect and kill a wide range of arthropod hosts.
Most frequently isolated from soil, the wide occurrence of
M, anisopline and its broad spectrum of action make this
fungus an effective biological control agent and an impor-
tant model to study the infection process in arthropods

{Bischoff et al., 2009).

The M anisapline infection process has frequently been
studied and is a main focus of investigation {Schrank &
Vainstein, 2010}, Formerly, a search for differentially ex-
pressed sequences from M. anisoplize during tide cutide
infection revealed ome gene with similarity to glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase {coding GAPDH, EC
1.2.1.12} from other closely related fungi {Dutra er aof,

FEMAS hMicrobiol Lettm {20120 1 4

Abstract

Glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase {GAPDH} is a dassic glycolytic
enzyme that plays important roles in varicus cellular processes. Here, we report
the sequence and transcriptional analyses of a regulated gene {gpdhl} encoding
GAPDH in the entomopathogenic fungus Metarhizium anisapling, a well-char-
acterized biocontrol agent of a wide range of arthropod pests. Tramscript and
protein analyses of the gpdh! showed a carbohydrate-dependent expression
pattern in response to different carbon sources. A demonstration that GAPDYH is
localized at the cell surface is presented, and assays with insect wings show that this
protein has adhesion-like activity. These results imply that GAPD'H adhesion to
the wing surface is specific and may play a role in the binding of conidia to a host.
Our ohservations indicate new roles for GAPD'H both physiologically and during
the entomopathogen—host interaction.

2004}, GAPDH is essential in the glycolysis/gluconeogenesis
pathway. The enzyme is a homotetramer, each subunit with
a molecular weight {MW?} of 36 kDa. Studies have demon-
strated some unforeseem, non-glycolytic functions of
GAFDH in both physiclogical and pathological processes
{Kim & [rang, 2005; Sirover, 2005; Bryksin & Laktionow,
2008}, Moreover, in some pathogens such as fungi, bacteria
and protozoa, GAPDH was found mostly on the cell surface,
where it may play diverse roles in host—pathogen interac-
tions {Crowe et al., 2003; Barbosa et al., 2006; Terac et al.,
2006; Egea ef al.,, 2007; Hoelzle et al, 2007; Zhang et al,
2007, 2008a; Kinoshita et al., 2008; Lama ef ol, 200%; Lo
et al., 20001}

In the present study, we characterized the GAPDH
ortholog in M anisapline, and showed its expression pattern
in different carbon sources and conditions that mimic
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arthropod infection. The native protein was identified and
its localization was demonstrated on the M. anisopline cell
surface of conidia, appressoria, mycelia, blastospores and
germinated blastospores. The possible role of GAPDH as an
adhesin using insect wings as a model was also assessed.

Materials and methods

Organisms and culture conditions

Metarhizivm anisopline var. anisopline strain E6 was isolated
from spittlebug (Deois flavopicta) from the state of Espirito
Santo, Brazil, and was held as described by Bogo ef al. (1998).

RNA extraction and Northern blot analysis

The total RNA, extracted from mycelium according to Dutra
et al. (2004), from fungal cultures in glucose-, glycerol- or
ethanol-amended CM (Cove’s Medium) liquid medium,
was used in Northern blot experiments. The mycelium was
transferred to a liquid medium containing 0.6% w/v NaNO,
amended with either 1% wiv glucose, 2% vfv glycerol or
5% vfv ethanol and incubated at 28 °C for 4h or amended
with either 1% w/v chitin or 1% w/v Rhipicephalus microplus
exoskeleton and incubated for 48h in a liquid medium at
28°C.

Electrophoretic and Western blot analysis

Protein extracts were prepared from M. anisopliae grown in
CM medium for 24 h at 28 °C and then transferred to CM
medium amended with (1% w/v glucose, 2% v/v glycerol or
5% v/v ethanol} for a further 6h. After precipitation with
trichloroacetic acid 10% w/v, 2 mg of proteins were focused
isoelectrically in a 17 cm pH 5-8 Bio-Rad strip, after which
the second dimension was performed in sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
12%. For Western blots, the proteins were transferred to a
polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane and GAPDH
was detected with a polydonal antiserum raised against the
recombinant GAPDH from Paracoccidioides brasiliensis
{Barbosa et al., 2006).

Amino acid sequence determination of GAPDH

Samples of the cellular extracts were fractionated by two-
dimensional (2-D) SDS-PAGE, and the proteins were elec-
trotransferred overnight at 100 mA to PVDF membranes.
The 36-kDa, pI-7.0 spot was excised from the gel, trypsin
digested and subjected to MS (LC-MS/MS) analysis. The
amino acid sequences were obtained via Mascot analysis
{carbamidomethyl as fixed modifications; oxidation as vari-
able modifications; 4+0.1Da peptide tolerance; +0.1Da
MS/MS tolerance; +1, +2 and +3 peptide charge; mono-
isotopic) using the NCBInr database.
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GAPDH detection by immunofluorescence
microscopy

Conidia were harvested from 10-day-old plate cultures.
Appressoria were isolated from 16h cultures in a 0.04% yeast
extract only source medium cultivated on coverslips. Mycelia
were cultivated on CM at 28°C for 24 h. Blastospore cells
were isolated from cultures in Adamek medium (Adamek,
1963) at 28°C for 64h and, after this time period, 3h of
cultivation in CM was carried out to obtain late germinated
blastospores. Cells were fixed in 3.7% formaldehyde over-
night at 4 °C. After incubation in blocking buffer for 1h at
37 °C, cells were incubated with a polyclonal antiserum raised
against the recombinant protein from B, brasifiensis ata 1: 100
dilution for 1h. After this, the cells were incubated with
fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-rabbit im-
munoglobulin G (IgG) 1:50 for 1h at 37°C. Slides were
observed under a Zeiss immunofluorescence microscope.

Enzyme activities and fluorescence of
immunolabeled GAPDH in conidia

GAPDH activity was measured spectrophotometrically at
340 nm following the increase in absorbance due to NADH
formation. To determine the enzymatic activity of GAPDH
on the external conidial surface, samples were obtained from
protein extracts as described in Silva et al. (2009). Conidial
cell integrity was confirmed by microscopy and the enzy-
matic activity of the proteins from cell-surface GAPDH was
measured in a 20-min assay. Quantitative fluorescence
measurements of immunolabeled GAPDH protein on con-
idia were also obtained. For this, 10f intact and disrupted
conidia were incubated with a polyclonal antiserum as
above. Then, cells were incubated with FITC-conjugated
anti-rabbit IgG 1:50 for 1hat 37 °C. Fluorescence at 525 nm
was measured in a microplate reader Spectramax M2°
{Molecular Devices, Sunnyvale). Conidia macerated with
liquid nitrogen were used as a sample of the total (extra- and
intracellular) GAPDH protein. Conidia without an immu-
nolabeling treatment were used as the negative control.

Adherence assays

Conidial suspensions of a wild-type (WT) green fluorescent
protein expressing M. anisopliae (2 x 107 conidiamL™")
were used to treat insect wings by immersion for 20s. The
wings from Dysdercus peruvianus disinfected previously in
37% H,0, were placed on the surface of 0.7% water agar
and incubated for §h at 28 °C to induce conidial swelling
and germination. The conidia were counted in five objective
fields under a fluorescence microscope and recorded with
three replicates of wings. The conidia were counted before
and after washing in 0.05% Tween 20 for 30's. The following
treatments were performed: (1) before immersion of the
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wings in the conidial suspension — preincubation with
bovine serum albumin {BSA} {25 ugmL_I} for 1h at 37 °C
and preincubation with recombinant GAPDH {25 pg mL™";
from M. anisapline, Supporting Information, Appendix 81}
for 1h at 37 °C; (2} conidial suspension was treated before
immersion of the wings — with anti-CHI2 antisera {1:100}
for 1h at 37°C and anti-GAPDH antiserum {1:100, pro-
duced with B brasiliensis GAPDH}. Experiments were in
triplicate; the means and SEs were determined. Statistical
analysis was performed using a t-test. P values of 0.0001 or
less were considered statistically significant.

Results

Melecular <loning and analysis of gpdhfirom L
anisopliae

The OFF from gpdhl {GenBank accession number EF050456}
predicts a 338 amine acid protein with an estimated MW of
36k[¥a and a theoretical pf of 8.26. fn silico protein domain
analysis found no domain other than the expected NAD-
binding domain {from %al4 to Cys151} and the C-terminal
domain {from Leul56 to Tyr313} typical of GAPDH {Figs 1
and 51; Appendix 52} The putative M antsopline GAPDEH
sequence had high identity and similarity values with fungal
counterparts {Table 51}, and a phylo genetic tree was built {Fig,
52} showing a distribution consistent with other orthologs
and one intron at a conserved position {Ridder & Osiewarz,
1592; Templeton et al., 1992; Jungehulsing et al, 1994}, The
M. anisapline ggdhl gene is a single copy {Fig. 1a}.

Metarhizium anisopliae GAPDH protein
identification

To characterize possible isoforms of the GAPDH In M.
anisapliae, cell extracts were analyzed by 2-D gel electrophor-
esis [Fig. 1b {A}]. The immunodetection of native GAPDYH
isoforms was performed using anti-GAPDH P brasiliensis
polydonal antiserum. The Western blot revealed three reac-
tive isoforms, with pfs of 6.6, 6.8 and 7.0 [Fig. 1b{B}].

A protein with a molecular mass of 36k[Da and pi 7.0 was
excited from 2-Dr gel electrophoresis blots of M. anfsapline
myycelial protein extracts. Amine acid sequences of internal
peptides with ahigh protein score derived from the ion scores
{1326} to fungal GAFDH, and 67% of sequence coverage weres
obtained via Mascot analysis {Table 52}, showing the anti-
GAPDH antiserum specificity against M. anisoplize GAPDH.

Physiclogical regulation of the gpdhf gene and
the cognate protein in AL anisopliae

The transcription pattern of the M. anfsapline gpdhl gene in
response to different carbon sources {glucose, glycerol or
cthanol as the sole carbon sources} was analyzed using
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Fig. 1. Gene capy nurber and isaforms of GAPDH. {3) Southern blot
analysis of the germmic DNA of Metarhiziurn anisoplise showing a
gpath ! single-copy gene, DRA was digested with BarnHI flane 3), EcaRl
{lane &), Pstl flane 5) and Sall flane &), respectively. 4 600-bp expressed
serquence tag-encading GAPDH was used a5 a probe and as the pasitive
contral {lane 1). Lambda DNA digested with Hindll was used as a
ralecular size rmarker fane ). The respective malecular sizes are shown
an the left {kb). {b) 2-0 el electrophaoresis of pratein extracs from M.
anfopize el grown with glucose. {8) Shows SCS-PAGE stained by
Coarmassie blue and the {B) shows the antibody reactivity against GAPCH
heteralogaus Farscoccifoides brasifensis antiserura {1 20000,

Northern blots probed with the M. anfsopliae gpdhl cDNA-
radiolabeled I¥NA. The gpdh] transcript levels were consid-
erably reduced in the presence of glycerol and ethanol as
compared with glucose {Fig. 2a}. The cognate protein levels
were analyzed by immunodetection nsing 1- and 2-Ir gel
electrophoresis of protein cell extracts from cultures in the
same carbon scurces {Fig. Zb—e}. Similardy, there was
decreased accumulation of GAPD'H protein in the presence
of glycerol and ethanol as compared with glucose-containing
cultures. Both the transcriptional and the protein expression
patterns thus showed a direct response to substrate. The
gpdhl] transcripts from M, anisopline cultivated in a medium
containing tide exoskeleton and chitin as the sole carbon
source were also analyzed {Fig. 3}, showing a significant
decrease in ggdhl transcripts with chitin as compared with
both glucose- and exoskeleton-containing cultures.

Localization and activity of GAPDH protein at
M anisopliae cell surface

To define the cellular localization of GAPDH in M. anisa-
plize cells, conidia, appressoria, mycelia and blastospores
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Farsoocodisides brasifensis antibody, in which lane Glu represents the glucase condition, lane Gly the glyceral condition, lane EtOH the ethanal
candition and lane W is the MW standard, The histogram was established by densitorretry analysis using the imases prograrm, {0 2-0 gel electrophoresis
of M. anfsopfize cell extracts from glucose growth condition, {d) protein extract from glycerol growth canditian and {e) protein extract from ethanal
growth candition. {A) Shows SCS-PAGE stained by Coarmassie blue and {B) shows the antibody reactivity, The total RNA used far Northern blat analysis
in liquid rmediurn with 0.6% wiv Mah0 s amended with 1% chitin or 1% fhipicephalus micropius exoskeleton was extracted fram mycelium grown far
48 hin & liquid reediom at 28 °C Appraxirmately 10 pg of tatal RWA was loaded anta a 1.2% farmaldehyde-containing agarase gel, subjected to
electropharesis and transferred to nylon filters {Amersharm Biosciences), Filters were hybridized to radiolabeled [-P] dNTP probes wing a randarm
prirting pratacal as described by Sambrook & Russel {2001 A cDNA ckine coding the M. anisspdae gpah 1 gene was used a5 a prabe. Narralizatian of
total RNA lnaded was carried out using ethidium bromide.

were examined using immunofluorescence microscopy.
GAPDH was detected on the cell surface as well as in the

substantially decreased the surface protein signals. The
presence of GAPDH on the cell surface was also analyzed

cytoplasm {Fig. 4a}. The accumulation at blastospore poles
was evidenced in 64-h incubation Adamek cultures. More-
over, most of the GAPDH migrated to the poles of germi-
nating blastospores after 3h of growth in CM mediom {Fig.
4b and c)

Fluorescent vesicular-shaped areas could be observed in
the cytosol and on the cell surface. Triton X-100 cell washes

@ 2143 Federation of Eurcpean Microbidogical Societies
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by measuring the GAPDH catalytic activity of intact conidia
in protein extracts from Triton X-100 washes. An increase in
GAPDH activity was detected in a 20-min enzyme assay,
indirectly indicating the presence of the protein on the cell
surface {Fig. %a}. [n order to quantify the GAPDH protein
on the cell surface, the fluorescence of GAPDH immu-
nolabeled with FITC was measured in intact comidia.
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Fluorescence corresponding to 24 times more GAPDH
protein was detected in disrupted cells as compared with
intact cells, indicating a markedly higher internal protein
concentration {Fig. Sbh

Recombinant GAPDH and anti-GAPDH serum
inhibit ML anisopliae conidia adhesion to insect
wings

Adhesion assays showed that 71% (22752 £246.0} of the W'T
conidia adhered to D. perwvianus fly wings could not be
washed off with 0.05% Tween 20. When conidia were treated
with anti-GAPDH serum before wing exposure, only 1.3%
{30.07 £ 4.955} {P = 0.0001} adhered, showing that the
antiserum efficiently blocked conidial binding to the wing.
To exclude an unspecific effect of the antiserum, we used
anti-CHIZ serum as a control. This antiserum binds to a
chitinase at the conidial surface {Boldo et al., 2009}, and
86.5% {1572 £ 166.7} of the conidia adhered before washing
while 106% {1712+ 177} adhered afterwards. When the
wings were treated with the recombinant GAFDH, the
adhesion decreased to 31% {65774 132.4} and 11%
{25431 41.37} (P < D.0OC1} before and after washing,
respectively. Again, to exdnde unspecific blocking of the
adhesion by the protein wing treatment, we used BSA as a
control. [n this case, adhesion was 56% {2205 4 207.8} and
122%6 {15744 1204} before and after washing, respectively

{Fig. 5).

Discussion

In order to study the possible participation of GAPDH in
adhesion to the host, we isclated and characterized the M.
antsapliae GAPDH gene and protein. The deduced amine
acld sequence from the cDNA and from the gene was
confirmed by MS identification with the major native
protein form {(36kDa, pf 7.0} isolated from 2-Dr gel electro-
pPhoresis of mycelial M. anisopline protein extract. The other
two protein isoforms (36kDa, pfs 6.6 and 6.8} recognized by

FEMS Microbiol Lett B{2015)1 4

immunedetection using the B Brasilisnsis anti-GAPDH
serum led us to infer GAPDH isoform identity. A multiple
isoform pattern could suggest different functions for each
isoform, as found in other systems {Barbosa et al, 2004;
Benndorf et al., 2008).

GAPDH in M. anisopliae revealed regulated transcription
and translation patterns in response to different carbon
sources. In Mucor circinelloides, the orthologous gpdhl gene
was also shown to have a well-defined transcription pattern
that is primarily regulated in response to the carbon source
by a mechanism that includes a negative regulator {Larsen
et al.,, 2004}, The behavior of gpdh] gene transcription in M.
anisapliae in response to different carbon sources led us to
infer that glycercl and ethanol are assimilated directly by the
citric acid cycle pathway and the oxidative phosphorylation
chain. Because of the lack of glucose in these experiments,
the gpdh] gene transcripts were strongly repressed. The
patterns of gpdh] transcripts confirm that aerobic metabo-
lism prevails in M. anfsopline as would be expected if acrobic
metabolism prevails in M. anfsoplize as well as other
filamentous fungi such as Trichodersma reesei {Chambergo
et al., 2002}, A well-known mechanism of carbon-catabo-
lism gene tuning in response to the available substrate is the
carbon catabolite repression that was ohserved in Aspergillus
nidudans. When this funguos is grown on complex substrates
containing both metabolically favorable carbon sources
tsuch as glucose} and less favorable ones {such as ethancl
and glycerol}, it is able to repress the genes involved in the
utilization of the less favorable carbon. An important
regulatory protein controlling carbon repression in A
nididans is CreA {Mogensen et al, 2006}, [n M. anisopliae,
repression occurs by CRR1 {Screen et al, 1557}, the CreA
ortholog.

A marked decrease in gpdhl transcript accumulation
in total RNA extracted from M anisoplize grown in
chitin-containing media was seen in Northern blot analysis
compared with that grown in exoskeleton- and glucose-
containing media as the sole carbon scurce. The absence of
metabolically favorable carbon sources in the dhitin-con-
taining media could trigger the negative regulation of the
gpdhl gene to the detriment of the positive regulation of
genes encoding the enzymes required for the use of meta-
bolically less favorable carbon sources. The complexity of
the exoskeleton that was added to the culture medium is
difficult to determine. This could explain the positive
regulation of the GAPD'H gene in the exoskeleton-contain-
ing media, in addition to the possible host-adhesion role of
GAPDH {Dutra et al., 2004; Mogensen et al, 2006},

Immuncflucrescence microscopy was performed to elu-
cidate the subcellular protein localization. Conidia, appres-
soria, mycelia, blastospores and germinated blastospores
were analyzed and both cytosolic and surface forms of the
GAPDH protein were observed in vesiculardike structures,
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as reported before {Rodrigues et al,, 2007, 2008; De Jesus
et al., 2009}, Cell-surface GAPDH localization was corrobo-
rated by Triton X-100 surface removal of the proteinand the
measurement of specific GAPDH activity. Surface GAPDH
was also quantified by fluorescence using a pelyclonal anti-
body. Both methods corroborated the presence of GAPDH
on the cell surface. This ‘unexpected’ localization of oyto-
solic enzymes is increasingly being recognized in both
eukaryotic and prokaryotic cells {Barbosa et al., 2006; Egea
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et al., 2007}, The presence of GAPDH on the external cell
surface of M. anisopliae raises some questions, such as how
incorporation into the cell wall cccurs in the absence of a
conventional N-terminal signal sequence that is responsible
for targeting the protein in the secretory pathway. The
vesicular-like structures presented by GAPDH would lead
us to hypothesize that there is a vesicle-secretion pathway
across the cell wall {Rodrigues et al, 2007}; however, more
studies will be needed to verify this possibility.
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The blastospore pole migration pattern evidenced after a
64-h cultivation and the almost complete GAPDH migra-
tion to the poles of germinated blastospore are remarkable
events in GAPDH localization in M. anisopliae cells. One
simple explanation for this recruitment is the increased
metabolic activity in these regions of the germinating cells.
On the other hand, the surface localization at the blastos-
pore pole could have another function: inhibition of the
host immune system through a molecular mimicry mechan-
ism, because the fungal and host GAPDH share high
identity, leading to a lack of recognition of the pathogen by
the host immune system (Goudot-Crozel et al., 1989; Terao
et al., 2006).

The possible involvement of M. anisopliae GAPDH in the
host-infection process can be suggested by its surface
localization in conidial cells, the increased level of tran-
scripts in the presence of exoskeleton and especially by the
inhibition of M. anisepliae conidial adhesion to D. peruvia-
nus fly wings caused by incubation with recombinant
GAPDH and with anti-GAPDH polyclonal antibody. One
of the possible roles of GAPDH in infection could be as an
adhesin during the initial contact between the conidia and

FEMS Microbiol Lett a8 (2010) 1-9
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Fig. 6. Adherence assay. Binding of conidia cells to Dysdercus peruvia-
nus fly wings. Bar graph quantifying the number of Metarhizium
anisopliae conidia adhered to insect fly wings. As adherence control,
WT conidia and insect wings undergo no incubation (before and after
washes). W-BSA, wings incubated with BSA; W-GAPDHrec, wings
incubated with recombinant GAPDH; Co-anti-chi2, conidia incubated
with anti-chi2; Co-anti-GAPDH, conidia incubated with anti-GAPDH.
Values represent means + SE. Empty bar, before wash; black bar, after
wash. *Values statistically different from the control (P value of
< 0.0001).

the host cuticle, as occurs in other pathogenic fungi and
their hosts, or adhesion during close contact with tissue or
host defense cells (Alderete et al., 2001).

Recent studies have demonstrated the involvement of
GAPDH proteins from different pathogens in host adhesion
and invasion (Barbosa et al., 2006; Terao et al., 2006; Egea
et al., 2007; Hoelzle et al., 2007; Zhang et al., 2007, 2008a, b;
Kinoshita ef al., 2008; Lama et al., 2009; Lu ef al., 2009). The
regulation of transcripts and enzyme production has been
shown to be modulated under several physiological condi-
tions during fungal growth. The data presented here com-
prise the first evidence of a possible involvement of M.
anisopliae GAPDH in the infection process and in the
carbon source-regulated transcription response of the M.
anisopliae gpdhl gene. We also detected the GAPDH protein
in the conidial cell wall with some possible implications for
the host interaction process, possibly with adhesion activity
as reported for other pathogens. Future studies investigating
the possible roles of GAPDH protein from M. anisopliae in
the host infection process will add information to under-
stand this complex process.
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Supporting information 1

Heterologous expression of GAPDH

Escherichia coli BL21 pLysS strain hosting the plasmid construct pET-32b (+)::
GAPDH (M. anisopliae GAPDH gene harboring vector) was cultured in LB medium
ampicilin added (100 ug/mL) at 37 °C until 1 O. D. Expression was induced by IPTG (1
mM at final concentration) and after 3 h induction, cells were pelleted by centrifugation
and ressuspended in resin purification wash buffer. (50 mM NaH PO / 300 mM NaCl/
20 mM imidazol). Cells were lysed by in lysozyme (1 mg/mL) for 30 min incubation
and sonicated six 10 s bursts at 200-300 W with a 10 s cooling period between each
burst on ice using a ultra-sound equipped with a microtip. After cell lysis, cellular
debris were separated by centrifugation and the supernatant was saved and filtered in
0.45 uM filter. The recombinant protein was purified by affinity chromatography in Ni-
NTA matrix (QIAGEN). After protein extract resin adsorption, resin was washed with
wash buffer and elution fraction were obtained by washes with elution buffer (50 mM
NaH PO / 300 mM NaCl / 250 mM imidazol). The purified fraction was assessed by
SDS-PAGE.
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Supporting information 2

Standard DNA manipulations, screening of ¢DNA library, gene cloning and
sequencing

In all DNA hybridization experiments, a previously isolated EST coding for
GAPDH was used as a probe (Dutra et al. 2004). The cDNA library, constructed using
the SuperScript Lambda System for cDNA Synthesis and Cloning (GIBCO BRL) from
poly(A+) RNA isolated from M. anisopliae grown on medium supplemented with 1%
Rhipicephalus (Boophilus) microplus cuticle (Dutra et al. 2004), was screened using
enhanced chemiluminescence (ECL) direct nucleic acid labeling and detection systems
(Amersham Biosciences) according to standard procedures. Primers were designed
within 5 and 3’ partial sequences (GPDMACDSI, 5
TTGTCCGCTCTCTCCATATACAC 3" GPDMACDS2, 5
TCCATTCGGTTACTCTCTTATTTTC 3") and used on RT-PCR amplification and
genomic DNA PCR amplification. performed as described by Sambrook and Russel
(2001). The amplicons were cloned into pUCI18 wvector for sequencing with the
DYEnamic ET Dye Terminator kit in the MegaBace 1000 System (Amersham
Biosciences). Contigs were assembled with the Staden package program (Bonfield et al.

1995).

Sequence alignment and phylogenetic analysis

The predicted amino acid sequence from M. anisopliae GAPDH was aligned
with orthologs from several related fungal species using ClustalX 1.83 (Thompson et al.
1997). The phylogenetic trees were constructed using Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (MEGA 4) software (Tamura et al. 2007) and the neighbor-joining method
with Poisson correction, and the confidence was evaluated using 10,000 bootstrap

replications.
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Supporting Figure §1. Sequence and schematic diagram of the gpdfed gene from M. aniseplice.

(4) Nucleotide and deduced amino acid sequences of the gpdht M. anisoplice gene. Exons are in upper-
case letters and all other sequences are in lower-case letters. The intron is indicated. Start and stop codons
are underlined and in bold. Dashed underlining indicates the putative poly(A) signal. The deduced amino
acid sequence is shown above the nucleatide sequence (single letter code). Circles mark the cystein
residue (Cys151), which reacts with the aldehy de substrate at the NAD+ binding domain, and the
histidine residue (His178), which acts in deprotonation of the hemithivacetal in the catalytic domain. (B)
Schematic diagram of protein domains: the grey box represents the NAD+ binding domain (Gp_dh_N)
and the white box the catalytic domain (Gp_dh_C).
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Supporting Figure S2. Phylogenetic tree of gpdil proteins.

M anisopliae gpdhl gene deduced amino acid sequence neighbor-joining tree showing its phylogenetic
placement with related orthologous fungal proteins (GenBank accession numbers are beside the species’
names). Confidence was confirmed by 10,000 bootstraps. Bar, substitutions per nuclectide position. AL
anisopliae sequence is highlighted by a black triangle.
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Supporting Table S1. Identity and similarity (conservative substitutions) values from sequence
alignment of the predicted amino acid sequence from M. anisopline GAPDH with orthologues from

several related fungi species and Escherichia coli (as outgroup sequence).

Microorganisms Identity Similarity
Agaricus bisporus (AAA32634) 12% 82%
Aspergillus nidulans (AAA33307) 7% 86%
Aspergillus niger (CAAGTION) 8% 88%
Aspergillus oryzae (BAB12234) 76% 87%
Candida albicans ( AAC49800) 67% 81%
Claviceps purpurea (CAASLT21) 91% 95%
Cryphonectria parasitica (P19089) 82% 921%
Colletotrichum gloeosporioides (AAAD2485) 86% 93%
Glomerella cingulata (AAA02486) 86% 93%
Lentinula edodes (BAAR3S50) 73% 81%
Mucor racemosus] (Q9C136) 67% 79%
Mucor racemosus2 (Q96UF2) T0% B1%
Mucor racemosus3 (Q96UF1) 7% T8%
Neurospora crassa ccg7 (AAB95425) 84% 91%
Newrospora crassa (AABOOST0) 84% 91%
Paracoccidioides brasiliensis (AAP42760) T6% 86%
Pichia pastoris (AAC49649) 64% 79%
Pichia ciferri (AAF21710) 4% 79%
Podospora anserina (P32637) 83% 91%
Saccharomyces cerevisiae tdhl (POO360) 63% 79%
Saccharomyces cerevisiae tdh2 (PO0358) 63% 78%
Saccharomyces cerevisiae tdh3 (P00359) 63% 9%
Schizosaccharomyces pombe (PT8958) 08% BO%
Schizosaccharomyees pombe (043026} 7% 80%
Sordaria macrospora (CACE6412) B5% 91%
Trichoderma harzianum (CAAT3141) 7% 87%
Ustilago mavdis (CAA30726) 74% 81%
Escherichia coli (AAA23856) 56% 1%
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Supporting Table 52. Amino acids sequence of internal peptides from a protein with molecular mass of 36 kDa and pl 7.0, with a high protein score to Metarhizium

anisopliae GAPDH (ABK40074, accession number of the correspondent protein in NCBI database) isolated from two-di I gel electrop is of M. li
mycelial protein extracts.

Peptide sequence Observed* | Mrexpt)® | Mricalc)® Delta® Miss * Score” Expect® Rank"
GILAYTEDDVVSSDMNGNTNSSIFDAK 1440.1415 28782684 28782815 00130 o 128 1.6e-10 1
FTIVEGLMTTVHSYTATQR T15.0166 21420280 2142.0667 ~0L0388 o (42) 021 1
VVISAPSADAFMY VMGVNER 10554679 | 21089212 | 21090122 00910 0] 93) Te-07 1
SAGAEYIVESTGVFTTTDK G988 4459 19748852 | 19749422 00570 0 127 5.5e-10 1
LVSWYDNEWGYSR 3378727 16737308 1673.7474 00166 o (67 0.00053 1
VPTANVSVVDLTAR T21.4022 1440, 7898 1440.7937 -0.0038 o (115) 1.6e-08 1
GASYDEIKEAIK 6623236 13226326 13226718 -0.0391 1 103 3 3e-07 1
VLDLLAYIAK 5508319 176492 | 1117.6747 00254 [ [ 0.00092 1

Expenimental mfz value.

*Experimental m/z transformed to a relative molecular mass.

“ Caleulated relative molecular mass of the matched peptide.
* Difference (error) between the experimental and calculated masses.

* Number of missed enzyme cleavage sites.

* loms score - If there are duplicate matches 1o the same peptide, then the lower scoring matches are shown in brackets.

* Expectation value for the peptide maich.

* Rank of the ions mateh, (1 10 10, where 1 is the best match).
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ANEXO 3

A1.1. Solucées e meios de cultivo

A1.1.1. Meio de Cove completo — MCc (COVE 1966)

Nitrato de Sodio (NaNQO3) - 0,6 % (m/V)

Glicose - 1 % (m/V)

Peptona - 0,2 % (m/V)

Extrato de Levedura - 0,05 % (m/V)

Caseina Hidrolisada - 0,15 % (m/V)

Solubilizado em agua destilada e pH ajustado para 6.0. Esterilizacao
utilizando autoclave com adicdo de 2% de Solugédo de Sais (item 3.1.1.2) e

0,04% de Solucao de Elementos Tracgos (item 3.1.1.3) no momento do uso.

A1.1.2. Solucao de Sais

Cloreto de Potassio (KCI) - 2,6 % (m/V)

Sulfato de Magnésio heptaidratado (MgS04.7H20) - 2,6 % (m/V)
Fosfato de Potassio Monobasico (KH2PO4) - 7,6 % (m/V)

Solubilizados em agua destilada e esterilizada por autoclavagem.

A1.1.3. Solucao de Elementos Tracos

Borato de Sodio heptaidratado (Na2B407.7H20) - 0,004% (m/V)
Sulfato de Cobre pentaidratado (CuS0O4.5H20) - 0,04% (m/V)
Sulfato de Ferro (FeSO4) - 0,0001% (m/V)

Sulfato de Manganés diidratado (MnSO4) - 0,08 % (m/V)
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Molibdato de Saodio diidratado (Na2Mo4.2H20) - 0,08 % (m/V)
Sulfato de Zinco heptaidratado (ZnS0O4.7H20) - 0,08 % (m/V)
Adicao de HCI concentrado até a completa solubilizacdo dos sais.

Esterilizacao por autoclavagem.

A1.1.4. Solucao de Tween-80 0,01 % (V/V)
Tween-80 - 0,01 % (V/V)

Solubilizado em agua destilada e esterilizado por autoclavagem.

A.1.1.5. Meio de Luria-Bertani — LB

Triptona - 1 % (m/V)

Extrato de Levedura - 0,5 % (m/V)

Cloreto de Sédio (NaCl) - 1 % (m/V)

Solubilizado em agua destilada pH ajustado para 7.0. Esterilizacdo por

autoclavagem.

A.1.6. Solucao de Glicerol 10 % (V/V)
Glicerol - 10 % (V/V)

Solubilizado em agua destilada. Esterilizagdo por autoclavagem.

A.1.7. Tampao Tris-EDTA - TE
Tris.Cl pH 8.0 - 10 mM
EDTA -1 mM

Solubilizagdo em agua Milli-Q e esterilizagcao por autoclavagem.
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A.1.1.15. Solucao de Pré-hibridizacao
SSC (item 3.1.1.13) - 5 x

Reagente de Denhardt (item 3.1.1.14) - 5 x
SDS - 0,1 % (m/V)

Solubilizagdo em agua destilada no momento do uso.

A1.1.16. Solucao de SSC 20 x

Cloreto de Sédio (NaCl) - 3 M

Citrato de Sédio (NazC3zHsO(COO)3) - 0,3 M

Solubilizado em &gua destilada, pH ajustado para7 com HCI e

esterilizagdo por autoclavagem.

A.1.1.17. Reagente de Denhardt 50 x

FICOLL 400 - 1 % (m/V)

Polivinilpirrolidona - 1 % (m/V)

Albumina Sérica Bovina (Fracao V) - 1 % (m/V)

Solubilizado em agua destilada, filtrado por filtros de poros de 0,45 um e
armazenado a -20 °C.

A.1.1.18. Solucao de glicose 1% (m/V)

Glicose - 1 % (m/V)

Esterilizacdo por passagem em filtros de 0,22 pum. Armazenar em

temperatura ambiente.

A.1.1.19. Solucao de IPTG 0,8 M

IPTG - 20 % (m/V)
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Solubilizado em agua destilada e esterilizagao por filtracdo em filtros de

0,22 um. Armazenado a -20 °C.

A.1.1.20. Meio Minimo — MM

Nitrato de Sodio (NaNO3) - 0,6 % (m/V)

Fonte de carbono (glicose, quitinase cristalina ou GIcNACc)

Adicionar os reagentes em 4gua destilada e esterilizagdo por

autoclavagem.

A.1.1.21. Tampao PBS 10 X

Cloreto de Sédio (NaCl) - 8 % (m/V)

Cloreto de Potassio (KCI) - 0,2 % (m/V)

Fosfato de Sodio (NagHPO4.2H20) - 1,44 % (m/V)

Fosfato de Potassio Monobésico (KH2POy) - 0,24 % (m/V)

Solubilizados os sais em agua destilada e esterilizado por autoclavagem.

A.1.1.22. Tampao PBS 1 X/Tween-20 0,1 % e 0,5 %
PBS (item 3.1.1.18) - 1 x (V/V)
Tween-20 - 0,1 ou 0,5 % (V/V)

Reagentes solubilizados em agua destilada no momento do uso.

A.1.1.24. Tampao de fixacao
Formaldeido - 3,7 % (V/V)
PIPES (item 3.1.1.25) - 50 mM

Sulfato de Magnésio (MgSOg) - 5 mM
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EGTA - 25 mM

Reagentes solubilizados em agua MiliQ no momento do uso.

A.1.1.25. Tampao PIPES 250 mM pH 6,7

Solubilizado 75,6 g de PIPES em 70 mL de agua MiliQ. pH ajustado para

6.7 com NaOH 5 M. Esterilizado por autoclavagem.

A.1.1.26. Tampao PEM

PIPES (item 3.1.1.21) - 50 mM

EDTA - 25 mM

Sulfato de Magnésio (MgSOg) - 5 mM

Reagentes solubilizados em agua MiliQ no momento do uso.

A.1.1.27. Tampao de digestao

Lysing Enzymes from T. harzianum (Sigma) - 50 mg.mL"

EDTApH 7 -5 mM

Reagentes solubilizados em uma solucéo de agua e clara de ovo filtrada

em filtros de poros de 0,45 um na proporcéo de 1:1.

A.1.1.28. Tampao de extracao
PIPES (item 3.1.1.25) - 100 mM
EDTApH 7 - 25 mM

Nonidet P-40 - 0,1 % (V/V)

Reagentes solubilizados em agua destilada no momento do uso.

A.1.1.29. Tampao de bloqueio
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Albumina Sérica Bovina (Fracao V) - 2,5 % (m/V)
Leite em pé desnatado - 1 % (m/V)
Soro Fetal Bovino Inativado - 8 % (m/V)

Reagentes solubilizados em agua destilada no momento do uso.

A.1.1.30. Solucao de PBS 1 x/BSA 3 % (m/V)
PBS (item 3.1.1.18) - 1 x
Albumina Sérica Bovina (Fracao V) - 3 % (m/V)

Reagentes solubilizados no momento do uso.
A.1.1.31. Solucao de DAPI 2,5 mg.mL-1

5 g de DAPI solubilizados em 2 mL de agua MiliQ fitrada. Diluicao a 0,25

ug.mL" para uso.
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