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INTRODUCAO

Pandemias como a do HIV, e imunoterapias, entre outros
fatores imunossupressores, propiciam que patdégenos
oportunistas infectem e muitas vezes levem pacientes
imunocomprometidos a 6bito. Nos ultimos 20 anos, houve um
aumento na taxa de mortalidade e morbidade causada por
micoses invasivas. O tratamento para essas infecgdes é dificil
principalmente, devido a eficiéncia das drogas existentes, ao
alto custo dos tratamentos, aos efeitos colaterais, ao tempo
de terapia e ao surgimento de resisténcia fungica. Nesse
sentido, faz-se necessario a busca de alternativas contra
essas doengas, como por exemplo, o uso de peptideos
antifingicos (ubiquos em plantas e animais) que podem ter
alvos especificos ou ser multifuncionais no seu mecanismo
de agdo. Estudos demonstram que a inibigdo de uma proteina
HSP90 de Candida albicans por um anticorpo monoclonal,
diminui a resisténcia contra agentes antifingicos e aumenta a
atividade antifungica. Este anticorpo apresenta atividade
contra espécies de Candida quando usado sozinho ou
combinado com fluconazol, caspofungina e anfotericina B
(Wargo et al., 2009). O objetivo do trabalho foi expressar,
purificar e avaliar a atividade antifungica da proteina
recombinante HSP70, de Cryptococcus neoformans var.
grubii e o sinergismo desta, com os antifungicos anfotericina
B e fluconazol contra espécies patogénicas dos géneros
Candida e Cryptococcus.

MATERIAL E METODOS

A sequéncia nucleotidica do cDNA correspondente ao gene
que codifica a proteina HSP70 em C. neoformans linhagem
H99 foi obtida junto ao banco de dados do BROAD Institute
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/cryptococcu
s_neoformans/MultiHome.html). O cDNA foi amplificado e
subclonado em pUC18. Posteriormente, o mesmo foi
subclonado nos sitios de Ncol e Xhol no plasmideo pET23d
(PET23dHSP70). Os clones positivos foram submetidos a
seqlenciamento e pET23dHSP70 foi transformando em
Escherichia coli BL21(DE3)pLysS. A proteina recombinante
foi purificada através de cromatografia de afinidade em
coluna de niquel. A atividade antifungica da proteina e sua
agdo sinérgica com Anfotericina B e Fluconazol foram
testadas contra C. albicans ATCC18804, Candida
parapsilosis ATCC22019 e C. neoformans var. grubii H99
através da técnica de difusdo em &gar, segundo o protocolo
M2-A8 do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da clonagem do gene hsp70 de C. neoformans var.
grubii, codificando a proteina HSP70, no vetor de expresséo
pET23d (pET23dHSP70) foi feita a expressdo heteréloga da
proteina recombinante em E. coli inhagem BL21(DE3)pLysS e
purificagcdo em coluna de afinidade carregada com niquel
com um grau de pureza satisfatério (Figura 1).
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Figura 1: (a) Expresséo da proteina HSP70 recombinante (M= marcador
de peso molecular; NI= n&o induzido; 1, 2,3,4,= 1,2,3,4 horas de indugéo;
Ins= fragdo insoluvel. (b) e (c) Purificagdo de HSP70 em coluna de
afinidade por niquel.

A proteina recombinante HSP70 de C. neoformans var. grubii nao
apresentou atividade antifingica quando testada isoladamente contra as
leveduras testadas (Tabela 1). Por outro lado, quando HSP70 foi testada
em conjunto com Anfotericina B houve uma diminuigdo no didametro para
C. albicans, C. parapsilosis e C. neoformans. Quando HSP70 foi testada
em conjunto com Fluconazol houve uma diminuicdo no didametro para C.
parapsilosis. Entretanto, para C. neoformans houve um aumento no
didmetro quando em conjunto com o antifungico (Figura 2).
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Figura 2: Teste de difusdo em &gar. S= controle negativo (solugéo salina 0,9%);
H= proteina HSP70 recombinante (10pg/disco); A= Anfotericina B (100ug/disco);
A+H= Anfotericina B (100ug/disco) e HSP70 (10pg/disco); F= Fluconazol
(25ug/disco); F+H= Fluconazol (25ug/disco) e HSP70 (10ug/disco). As
leveduras foram semeadas a partir de uma suspenséo de células de OD530=

0,12 a0,15.
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Tabela 1: Resultado do teste de difusdo em agar.

Microrganismos Diametro de inibicdo (mm)

Candida albicans Candida parapsilosis Cryptococcus neoformans H99
| ] | 1] | ]
Salina 0 0 0 0 0 0
HSP70 0 0 0 0 0 0
Anfo+HSP70 17+12  13,5+0,71® 22+1 20+£15 257+12 25+ 2,83
Anfo 213+1563 171,41 23+1 22+09 271 25,5+ 4,95
Fluco + HSP70 0 0 3917 3819 26 £ 1) 38,5+ 3,53
Fluco 0 0 39,7+15 395+11 28+2 29+ 14,14
Anfo: Anfotericina B (100 pg/disco); Fluco: Fluconazol (25 pg/disco); HSP70 (10 pg/disco)
| - Experimento 1; Il - Experimento 2
a - Significativamente diferentes com P <0,05, segundo Student's t
(b)(c) - Significativamente diferentes com P <0,05 entre | e II, segundo Student's t
CONCLUSOES

A expressdo e purificagdo da proteina recombinante foi obtida com
sucesso.

Apesar de alguns estudos ja terem demonstrado peptideos com
atividade antifungica, a proteina HSP70 recombinante ndo apresentou
acao sinergistica com os antifungicos testados.
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