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Resumo

A Paracoccidioidomicose (PCM) ¢é uma micose
sistémica de carater granulomatoso tendo como agente
etiolégico fungos do género Paracoccidioides spp.
Pacientes com PCM necessitam de tratamento
prolongados com antifingicos. Porém, as opc¢des
terapéuticas sdo limitadas e recidivas séo frequentes.
Com advento das proteinas recombinantes, a obtengéo
e caracterizacdo de possiveis candidatos a vacina
tornou-se realidade. O objetivo do presente trabalho foi
otimizar a producdo da Corismato sintase de P.
brasiliensis recombinante (PbCSr) com intuito de melhor
caracteriza-la, com foco no desenvolvimento de novas
opclOes terapéuticas e sua aplicagdo em vacina contra
PCM.

Introducao |

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose
sistémica de carater granulomatoso, restrita a América
Latina, e tem como agentes etiolégicos 0 genero
Paracoccidioides spp. Recentemente, 0 nosso
laboratério tem trabalhado na producdo da Corismato
sintase de P. brasiliensis recombinante (PbCSr) com
intuito de melhor caracterizd-la, com foco no
desenvolvimento de novas opcdes terapéuticas.

Material e Métodos |

Otimizacdo da expresséo heterdloga de PbCSr
Utilizou-se a cepa E. coli BL21 (DE3) para realizacdo da
inducdo em pequena escala (IPE). As condi¢des
utilizadas foram, 37°C, 220 RPM, em tempos de 0 a 6
horas e Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG) em
uma concentracdo de 1 mM e 1,5 mM. Para otimizacgéo,
comparou-se a expressdo heteréloga em meio Luria —
Bertani (LB) caldo e meio Terrific Broth (TB) caldo.

Imunogenicidade e protecdo em camundongos

Os camundongos foram separados em dois: imunizados
com emuls&o do adjuvante com a PbCSr, com 7,5 ug de
PbCSr por animal (CS) e controle que recebeu apenas o
adjuvante com tampéo Tris-HCL (Ct). Aproximadamente
500 uL de sangue por animal foi retirado antes de cada
imunizacéo para obtencdo do soro e posterior andlise. A
andlise soroldgica foi realizada por meio da técnica de
ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay).

Resultados Obtidos

A utilizacdo dos meios testados LB e TB permitiram
bons rendimentos, sendo a expressdo de PbCSr em

meio TB apresentou melhores rendimentos. Definiu-se
as condicdes Otimas de expressdo de PbCSr como
sendo o meio TB, a 37°C, 4 horas e 1,5 mM de IPTG,
demonstrando resultado positivo na expressdo da
proteina (Figura 1). Observou-se durante a leitura dos
testes que os camundongos imunizados com a
proteina apresentaram crescentes niveis séricos de
IgG durante a primeira e segunda imunizacdo, de
0,484 para 0,786, quando comparados ao grupo
controle ndo imunizado, de 0,055 para 0,128,
demonstrando que a PbCSr foi capaz de induzir uma
resposta imunoldgica com producédo de anticorpos
(Figura 2).
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Figura 1. Andlise da expressédo de PbCSr por SDS-PAGE em meio LB
(Luria —Bertani). PbCSr é representada pela banda 45 kDa. Observa-se
aumento gradativo da expresséo ao longo dos tempos analisados e uma
melhor expressdo em meio TB no tempo de 4 horas.
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Figura 2. Observam-se os resultados da resposta de anticorpos induzida
pela imunizagdo com PbCSr. CS 12 (preto) apds 2 semanas da primeira
imunizacgao. Ct @ (azul) soro controle apds 2 semanas com a aplicagcdo de
Tris-HCL. CS 22 (preto) ap6s 4 semanas com 2 imunizagBes com
intervalo de 15 dias. Ct 22 (azul) animais sem aplicacdo de PbCSr,com
aplicacdo de tampéo Tris-HCL.

Conclusao

Quantidade suficientes desta proteina purificada foram
obtidas e os crescentes titulos de imunoglobulina G
(IlgG) frente as imunizagbes com a proteina
recombinante Corismato sintase (PbCSr), demonstra a
capacidade promissora da proteina em questdo. No
entanto, ainda é necessario avaliar se a resposta
imune desecadeada é protetora contra PCM.
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