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1. INTRODUÇÃO (justificativa e objetivos) 
A Paracoccidioidomicose (PCM), causada pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis, 
é uma das micoses humanas sistêmicas mais prevalentes da América Latina, com 
áreas endêmicas se estendendo da América Central à Argentina. O P. brasiliensis é 
um fungo termodimórfico, capaz de se desenvolver sob a forma miceliana a 22°C, in 
vitro e no meio ambiente, e sob a forma leveduriforme  a 37°C, in vivo e in vitro. 
Após a inalação dos micélios, (M) estes se convertem em leveduras (L), sendo 
fagocitados por macrófagos, onde se multiplicam. No interior dos macrófagos há 
uma limitação de glicose. (Selitrennikoff, 2003). Na busca de novas fontes de 
carbono, fungos e muitos outros microorganismos procariotos e eucariotos utilizam 
etanol, acetato e ácidos graxos como a única fonte de carbono.  O ciclo do 
glioxalato, que é ausente em mamíferos, é requerido para a utilização destas fontes 
de carbono (NAKATA, 2002). As principais enzimas do ciclo do glioxalato são: 
isocitrato liase e malato sintase. A enzima isocitrato liase catalisa a reação reversível 
de clivagem do isocitrato em glioxalato e succinato. A molécula de glioxalato 
condensa com uma de Acetil-CoA  formando L-malato pela ação da enzima malato 
sintase (Selitrennikoff, 2003). A molécula de malato formada originará oxaloacetato 
que pode ser utilizado como precursor da glicose na gliconeogênese. Uma reação 
análoga à conversão de isocitrato em glioxalato e succinato ocorre no metabolismo 
de propionil-coenzima A (Co A) através do ciclo do 2-metilcitrato. Este ciclo é 
iniciado pela síntese de 2-metilcitrato a partir de oxaloacetato e propionil - CoA. 2-
metilcitrato é então convertido em 2-metilisocitrato que é clivado em piruvato e 
succinato pela 2-metilisocitrato liase (Luttik, 2000). Ao contrário do ciclo do glioxalato 
que ocorre nos glioxissomos, o ciclo do 2-metilcitrato (ciclo do ácido 2-metilcitrico) 
ocorre na mitocôndria. Resultados de atividade com o gene ICL1 (isocitrato liase) e o 
gene ICL2 de S. cerevisiae com linhagens crescidas em meio etanol-aspartato 
demonstram que ICL2 codifica uma específica metilisocitrato liase e ICL1 uma 
enzima que utiliza isocitrato e 2-metilcitrato como substratos (Luttik, 2000). As 
limitações terapêuticas das duas classes de drogas antifúngicas correntes e o 
aumento da incidência de infecções fúngicas ameaçadoras, associado com 
imunodepressão bem como o surgimento de isolados clínicos resistentes a drogas 
tem se tornado preocupante. A aplicação da genômica de fungos oferece 
oportunidade para desenvolvimento de novos antifúngicos. Estima-se que 80% do 
genoma de P. brasiliensis, fungo dimórfico termo-regulado, foi analisado e novos 
genes correspondentes a proteínas que devem atuar como fatores de virulência e 
potentes alvos para drogas foram identificados. Dentre estes, está o gene da 
isocitrato liase que é supra-regulado em levedura (Felipe, 2005). Nosso grupo tem 
trabalhado visando a busca de moléculas de P. brasiliensis ausentes em humanos 
como alvos para novas drogas. Nesse sentido, as seqüências de isocitrato liase 
(ICL) e metilisocitrato liase (me-ICL) foram obtidas do transcriptoma de P. 



brasiliensis com objetivo de realizarmos a clonagem, caracterização, expressão 
heteróloga e avaliar a atividade destas enzimas. 
 
2. METODOLOGIA 
 
2.1–Organismo: Foi utilizado o isolado já caracterizado, Pb 01 (ATCC, MYA,828) de 
P. brasiliensis, padrão de nosso laboratório. 
2.2-Construção de oligonucleotídeos: A partir das seqüências de ICL e me-ICL 
obtidas do transcriptoma de P. brasiliensis (www.biomol.unb.br) desenharemos os 
oligonucleotídeos para amplificação do cDNA via PCR. 
2.3-Expressão Heteróloga: A clonagem dos cDNAs será realizada no vetor de 
expressão pET32a (Novagen), a linhagem E.coli DH5α será a receptora dos 
plasmídios recombinantes. Os clones selecionados serão sequenciados e utilizados 
para transformar E. coli ORIGAMI (DE3), a qual possibilitará a super expressão dos 
genes. Os clones recombinantes serão selecionados por análise do perfil de 
expressão de proteínas de fusão. 
2.4- Atividade enzimática: As atividades enzimáticas, de ICL e me-ICL no extrato 
total protéico e das recombinates, serão avaliadas pelo método de Dixon & Kornberg 
(1959). Os substratos utilizados serão: 2-metilisocitrato e DL-isocitrato para me-ICL e 
ICL, respectivamente. 
 
3. RESULTADOS PARCIAIS E DISCUSSÃO 
 
3.1  Obtencão da seqüência.
As seqüências parciais de nucleotídeos de ICL e me-ICL foram obtidas a partir do  
sequenciamento de clones. As proteínas preditas foram obtidas através do programa 
Gene Runner, versão 3.05. 
 
  

Figura01: Seqüências de nucleotídeos e proteínas preditas de me-ICL (A) e ICL (B). Sendo M  (metionina) o códon inicial. 

A 
      
       1 CGGCACGAGG GGCAGATTAT ACAACAATAG TGGGGTGTGT GATATGAGAG AATCCGCATT TTGGCACCTT CAAATTGAAT  
      81 TATTGCGTTG CCCCTCTCTT TTGCTGTTTG CCGGATATTT ATTCCGCCTT ATTCAGCGGC CGTAGGTTCG GATCTATCTC  
                                                                                             M    
     161 ACGAGCTCTC CACTCCTCGA CTCCCCACAC TACTGAAATC TGGTAGAACA GGACAAGGCA GTATTACACA CCAACAATGA  
         I  R  N  P   A  R  R   L  P  R   Q  L  L  P   L  F  R   P  S  I   L  P  N  H   A  V  R   
     241 TTCGCAACCC TGCTCGCCGG TTGCCTCGAC AGCTTCTCCC GCTCTTCCGC CCTTCCATTC TCCCCAACCA CGCTGTCAGA  
          T  F  A   C  S  C  S   R  M  G   S  P  L   P  P  V  T   P  P  V   S  T  A   H  A  S  D  
     321 ACTTTCGCCT GCAGCTGTTC ACGAATGGGG TCACCACTCC CTCCAGTCAC CCCACCAGTG TCTACAGCTC ATGCCTCCGA  
           S  F  Q   L  L  S   S  A  E  K   T  G  P   A  E  D   A  L  F  N   E  Q  V   K  A  V    
     401 TTCATTCCAG CTCCTCTCGT CTGCTGAGAA GACCGGGCCT GCTGAAGATG CACTCTTCAA TGAACAGGTA AAAGCAGTGA  
         T  E  W  W   N  T  P   R  Y  E   G  I  R  R   P  Y  S   A  E  A   V  V  S  K   R  G  S   
     481 CAGAATGGTG GAACACCCCC CGCTACGAAG GTATCAGGCG ACCATATTCT GCAGAAGCTG TTGTTAGCAA GCGGGGATCA  
          L  Q  Q   T  Y  P  S   S  I  M   A  R  K   L  F  N  L   L  N  E   R  A  K   T  G  K  P  
     561 TTGCAGCAGA CGTATCCAAG CTCTATTATG GCCAGGAAAC TATTTAACTT GTTGAATGAG CGGGCAAAGA CCGGGAAACC  
           V  H  T   L  G  A   I  D  P  V   Q  M  T   Q  Q  A   P  N  Q  E   V  L  Y   I  S  G    
     641 AGTACATACC CTTGGTGCAA TTGATCCCGT CCAAATGACA CAACAGGCTC CCAATCAAGA AGTTCTTTAT ATTTCTGGAT  
         W  A  C  S   S  L  L   T  T  T   N  E  V  S   P  D  F   G  D  Y   P  Y  N  T   V  P  N   
     721 GGGCCTGTTC ATCGCTCCTG ACGACGACTA ACGAAGTATC CCCTGACTTT GGTGACTATC CCTACAACAC GGTACCAAAC  
          Q  V  Q   R  L  F  K   A  Q  Q   M  H  D   S  K  Q  W   D  S  R   R  K  L   S  P  E  E  
     801 CAGGTCCAGA GACTTTTTAA AGCCCAGCAA ATGCACGACA GCAAACAATG GGATTCGAGA AGGAAACTGT CTCCAGAGGA  
           R  K  N   T  P  Y   T  D  F  M   R  P  I   V  A  D   G  D  T  G   H  G  G   L  T  A    
     881 ACGCAAAAAT ACACCCTACA CTGATTTCAT GCGACCAATA GTGGCAGATG GTGATACGGG CCACGGAGGC CTGACAGCAG  
         V  L  K  I   A  K  L   F  A  E   N  G  A  A   A  A  V   H  F  E   D  Q  L  H   G  G  K   
     961 TCCTGAAAAT AGCAAAACTC TTTGCTGAAA ATGGAGCTGC TGCCGCCGTC CACTTCGAGG ACCAGCTGCA TGGGGGGAAG  
          K  C  G   H  L  A  K   V  L  V   P  I  G   E  H  I  N   R  L  V   A  A  R   F  Q  W  D  
    1041 AAATGTGGTC ATCTTGCCAA AGTACTCGTT CCAATTGGGG AACACATCAA CAGGCTTGTG GCAGCTAGAT TCCAGTGGGA  
           L  M  G   T  E  T   L  L  I  A   R  T  D   S  E  S   G  K  L  L   S  S  S   I  D  V    
    1121 TCTTATGGGA ACTGAAACAC TTCTCATTGC GAGAACGGAC TCCGAAAGTG GAAAGCTTCT AAGCAGCTCT ATCGATGTCC  
         R  D  H  E   F  I  L   G  V  T   E  N  S  D   P  L  A   E  T  L   Q  K  L  E   S  E  G   
    1201 GGGACCACGA GTTCATCCTG GGTGTTACTG AAAACTCCGA TCCGCTTGCA GAGACACTGC AGAAATTGGA GTCTGAGGGA  
          A  S  G   P  E  I  D   K  F  E   S  Q  W   V  K  N  H   K  L  K   T  F  E   &  T  V  E  
    1281 GCTTCGGGGC CTGAGATCGA CAAATTTGAA TCTCAGTGGG TAAAGAATCA CAAGCTTAAA ACTTTCGAGT GAACGGTTGA  
           A  N  M   L  N  P   E  G  A  P   S  A  S      N  A   Y  K  K  Q   V  S  E   N  R  G    
    1361 AGCCAACATG CTAAATCCGG AAGGAGCCCC CAGTGCATCC ANCAACGCTT ACAAGAAGCA AGTCAGCGAA AATCGGGGAC  
         L  V  T  K   M  N  D   D  R  L   Q  P  N  T   P  N  P   P  V  F   W  S  W  D   I  P  Q   
    1441 TGGTCACTAA AATGAACGAC GATCGCTTGC AGCCAAATAC ACCAAATCCC CCCGTGTTCT GGTCCTGGGA CATCCCCCAG  
          H  R  E   G  F  Y  H   Y  R  A   G  N  A   A  A  T  K   R  A  I   N  F  A   P  Y  A  D  
    1521 CACCGTGAGG GTTTCTACCA TTACCGGGCC GGCAATGCCG CGGCAACCAA GCGCGCGATC AATTTTGCAC CCTACGCCGA  
           L  L  W   V  E  T   G  D  P  S   V  E  T   A  A  T   F  A  G  H   I  R  A   K  Y  P    
    1601 TTTACTCTGG GTTGAAACCG GCGACCCAAG TGTGGAGACG GCCGCAACGT TTGCAGGACA TATCCGAGCG AAATACCCGG  
         G  K  K  L   V  Y  N   L  S  P   S  F  N  W   M  G  H   G  F  S   E  A  S  L   K  S  F   
    1681 GTAAGAAGCT GGTTTATAAC CTCAGTCCCT CATTCAACTG GATGGGTCAC GGCTTCTCCG AAGCCAGCCT CAAATCGTTT  
          I  W  D   I  A  K  H   G  F  V   L  Q  L   I  S  L  A   G  L  H   S  N  A   T  M  T  T  
    1761 ATCTGGGATA TCGCTAAGCA CGGGTTCGTT CTCCAACTTA TCTCGCTTGC CGGCCTCCAC TCCAACGCCA CTATGACAAC  
           E  L  S   R  G  F   K  D  D  G   M  L  S   Y  V  N   L  I  Q  R   R  E  K   E  I  G    
    1841 CGAGCTCTCC CGTGGATTCA AAGACGATGG CATGCTTTCT TACGTCAACC TTATCCAGAG ACGGGAGAAG GAAATCGGCG  
         V  D  V  L   T  H  Q   K  W  S   G  A  S  Y   M  D  G   I  V  G   S  M  R  E   R  E  L   
    1921 TTGATGTCCT TACGCATCAA AAGTGGAGTG GAGCCTCGTA TATGGACGGC ATTGTCGGCT CGATGAGAGA GAGAGAACTA  
          #  R  G   G  P  V  P   N  S  P      N  &   C  I  H  P   C  R  L                         
    2001 TAACGAGGGG GGCCCGTACC CAATTCGCCT TNAAACTGAT GTATACATCC CTGCCGTTTG    

                     

B
 
      1 CACGCGTCCG GTGAGAAAAC TGTTATCAGG TTCGATATAA CTGGATTTAA TCCCAGCCAC GATTTCCCGA GACAAGTCAT TTTCGCACCG  
      91 AGTCTCCCAT TGGTCACATC CTTGCCAGTG ACGTCGGTTA AAAGTTGATA TTAAATACAC TTCGTTCCCT GTATTCAAGA CTTTTTAAGA  
                                                                         M   D  S  I   E  Q  E   D  Q  K  Y  
     181 GGTTCTTCTA ACTGCGATTT TCGAATTACC AAGCCAAGGT CGTAAATAAA CGATCGCAAT GGATTCTATC GAGCAAGAAG ATCAGAAATA  
      +2   W  A  E   V  Q  A   V  K  E  W   W  Q  D   S  R  W   R  Y  T  K   R  P  F   T  A  E   Q  I  V  A  
     271 CTGGGCTGAA GTCCAGGCCG TCAAAGAATG GTGGCAGGAC TCAAGATGGC GGTATACCAA GCGTCCGTTC ACCGCAGAGC AGATCGTTGC  
      +2   K  R  G   N  L  K   I  E  Y  P   S  N  V   Q  S  K   K  L  W  G   I  L  E   E  R  F   K  N  K  T  
     361 GAAGCGGGGA AACTTGAAGA TTGAATATCC ATCAAATGTC CAGAGCAAAA AGCTTTGGGG GATTCTGGAA GAGCGTTTCA AGAACAAAAC  
      +2   A  S  F   T  Y  G   C  L  E  P   T  M  L   T  Q  M   V  K  Y  L   D  T  V   Y  V  S   G  W  Q  S  
     451 TGCCAGCTTC ACTTATGGCT GTCTCGAACC CACAATGCTC ACCCAGATGG TCAAATATCT CGATACGGTC TACGTCTCTG GCTGGCAGAG  
      +2   S  S  T   A  S  S   T  D  E  P   S  P  D   L  A  D   Y  P  M  N   T  V  P   N  K  V   N  Q  L  W  
     541 CTCTTCTACA GCATCGTCAA CTGACGAGCC CTCTCCAGAC CTTGCAGATT ACCCAATGAA CACTGTCCCC AATAAGGTCA ACCAGCTATG  
         GAGAAGATGT CGTAGCAGTT GACTGCTCGG GAGAGGTCTG GAACGTCTAA TGGGTTACTT GTGACAGGGG TTATTCCAGT TGGTCGATAC  
      +2   M  A  Q   L  F  H   D  R  K  Q   R  E  E   R  L  R   A  P  K  S   Q  R  A   S  L  P   N  I  D  Y  
     631 GATGGCACAG CTCTTCCATG ACCGCAAACA GCGCGAGGAA AGATTGAGGG CTCCTAAGTC CCAACGCGCC TCGCTTCCCA ACATCGATTA  
      +2   L  R  P   I  I  A   D  A  D  T   G  H  G   G  L  T   A  V  M  K   L  T  K   L  F  I   E  R  G  A  
     721 CTTGAGGCCA ATTATTGCGG ATGCGGATAC TGGTCATGGT GGATTGACCG CTGTCATGAA GCTGACCAAA TTGTTCATCG AGCGAGGAGC  
      +2   A  G  I   H  I  E   D  Q  A  P   G  T  K   K  C  G   H  M  A  G   K  V  L   V  P  I   S  E  H  I  
     811 TGCTGGCATT CATATTGAGG ATCAAGCCCC TGGAACGAAG AAGTGCGGCC ATATGGCTGG CAAGGTCTTA GTCCCCATCA GCGAGCATAT  
      +2   N  R  L   V  A  I   R  A  Q  A   D  I  M   G  T  D   L  L  A  V   A  R  T   D  S  E   A  A  T  L  
     901 CAACAGACTT GTTGCCATCC GAGCCCAGGC TGATATTATG GGAACCGACC TCCTGGCTGT TGCTAGAACT GATTCCGAAG CGGCAACCCT  
      +2   I  T  S   T  I  D   P  R  D  H   A  F  I   I  G  S   T  N  P  N   I  K  P   L  N  D   L  M  I  V  
     991 CATCACATCA ACTATTGATC CCCGGGACCA TGCTTTCATT ATTGGCTCAA CAAATCCTAA TATCAAACCT CTCAACGATC TGATGATTGT  
      +2   A  E  Q   A  G  K   N  G  A  D   L  Q  A   I  E  D   K  W  N  A   E  A  G   L  K  L   F  S  E  A  
    1081 TGCTGAGCAA GCAGGCAAGA ACGGAGCAGA TCTCCAGGCA ATTGAGGACA AGTGGAATGC TGAGGCGGGC CTAAAGCTTT TCTCCGAGGC  
      +2   V  V  D   Q  I  K   A  S  S  I   P  N  K   Q  A  V   I  D  G  F   L  R  D   V  K  G   K  S  N  T  
    1171 AGTTGTTGAC CAAATCAAGG CATCTTCTAT TCCCAACAAG CAGGCTGTTA TCGATGGATT CCTCCGCGAC GTCAAGGGCA AGAGCAATAC  
      +2   E  A  R   A  I  A   K  K  I  T   G  S  D   I  Y  F   D  W  D  A   A  R  T   R  E  G   F  Y  R  Y  
    1261 TGAAGCCCGT GCAATCGCCA AGAAGATCAC CGGTTCAGAT ATCTATTTTG ACTGGGATGC TGCTAGAACT CGGGAGGGCT TCTACCGCTA  
      +2   R  G  G   T  Q  C   A  V  N  R   A  I  A   Y  A  P   F  A  D  L   I  W  M   E  S  K   L  P  D  Y  
    1351 CCGTGGCGGT ACCCAGTGTG CCGTCAACCG TGCCATTGCC TACGCCCCAT TTGCCGATCT TATCTGGATG GAGAGCAAAT TGCCCGACTA  
      +2   A  Q  A   K  E  F   A  E  G  V   H  A  V   W  P  E   Q  K  L  A   Y  N  L   S  P  S   F  N  W  K  
    1441 TGCCCAGGCA AAGGAGTTTG CTGAAGGAGT CCACGCTGTG TGGCCTGAAC AGAAGCTCGC TTACAACCTT TCCCCATCCT TCAACTGGAA  
      +2   A  A  M   P  R  G   E  Q  E  T   Y  I  R   R  L  G   K  L  G  Y   A  W  Q   F  I  T   L  A  G  L  
    1531 GGCCGCCATG CCACGTGGCG AGCAGGAGAC CTACATCCGC CGTCTGGGCA AGCTGGGTTA CGCCTGGCAA TTCATCACCC TTGCCGGTCT  
      +2   H  T  T   A  L  I   S  D  Q  F   A  K  A   Y  S  M   N  G  M  R   A  Y  G   E  L  V   Q  E  P  E  
    1621 CCACACCACT GCCCTTATCT CTGACCAGTT TGCCAAGGCC TACTCCATGA ATGGCATGCG CGCCTATGGC GAACTAGTCC AGGAGCCCGA  
      +2   M  E  N   G  V  D   V  V  T  H   Q  K  W   S  G  A   N  Y  V  D   E  L  L   K  M  V   S  G  G  I  
    1711 GATGGAGAAT GGAGTTGATG TCGTTACCCA CCAGAAATGG AGTGGTGCCA ACTATGTCGA CGAGCTGTTG AAGATGGTCA GTGGCGGTAT  
      +2   S  S  T   S  A  M   G  T  G  V   T  E  D   Q  F  K   @  M  R  R   T  I  V   S  S  I   V  F  P  V  
    1801 CAGCAGCACC AGCGCCATGG GTACAGGAGT CACCGAAGAT CAATTCAAAT AGATGAGGCG CACCATTGTT TCCTCGATTG TATTTCCTGT  
      +2   V  F  L   C  N  V   Y  K  L  L   G  L  N   F  S  L   L  C  I  F   T  S  L   Y  P  S   L  L  W  P  
    1891 AGTTTTCCTC TGTAATGTAT ATAAACTTTT GGGACTTAAT TTTTCGTTGC TTTGTATTTT TACCAGCCTA TATCCCAGCC TTTTATGGCC  
      +2   T  R  T   K  K  I   K  #  T  S   I  T  #   K  R  P   P  P  L  R   F  P  P   S  Q  G   P  S  L  R  
    1981 CACCCGCACA AAAAAAATAA AATAAACCTC CATTACCTAA AAAAGGCCCC CCCCTCTTAG ATTTCCCCCG TCCCAGGGCC CAAGCTTACG  
      +2   N  N  P   A  F  C   T  N  G  P   F  Q  R   C  N  #   S  S  A  L   V                               
    2071 TAATAACCCA GCGTTCTGTA CAAATGGTCC CTTTCAACGA TGTAATTAAA GCTCAGCACT CGTTCC                            

 
 
3.2 – Alinhamento das seqüências de proteínas preditas de me-ICL e ICL. 
As seqüências foram alinhadas com outros organismos. 



Figura 02: Alinhamento das proteínas confirmando ser ICL uma isocitrato liase glioxissomal (A) e me-ICL, mitocondrial (B). Pb 
(P. brasiliensis),  An (Aspergillus nidulans) e Af (Aspergillus fumigatus). 

A 
      
ICLPb           MDSIEQEDQKYWAEVQAVKEWWQDSRWRYTKRPFTAEQIVAKRGNLKIEYPSNVQSKKLW 60 
ICLAn           MSYIEEEDQRYWDEVAAVKNWWKDSRWRYTKRPFTAEQIVAKRGNLKIEYPSNVQAKKLW 60 
                *. **:***:** ** ***:**:********************************:**** 
 
ICLPb           GILEERFKNKTASFTYGCLEPTMLTQMVKYLDTVYVSGWQSSSTASSTDEPSPDLADYPM 120 
ICLAn           GILERNFKNKEASFTYGCLDPTMVTQMAKYLDTVYVSGWQSSSTASSTDEPSPDLADYPM 120 
                ****..**** ********:***:***.******************************** 
 
ICLPb           NTVPNKVNQLWMAQLFHDRKQREERLRAPKSQRASLPNIDYLRPIIADADTGHGGLTAVM 180 
ICLAn           NTVPNKVNHLWMAQLFHDRKQREERMTTPKDQRHKVANVDYLRPIIADADTGHGGLTAVM 180 
                ********:****************: :**.** .:.*:********************* 
 
ICLPb           KLTKLFIERGAAGIHIEDQAPGTKKCGHMAGKVLVPISEHINRLVAIRAQADIMGTDLLA 240 
ICLAn           KLTKLFVERGAAGIHIEDQAPGTKKCGHMAGKVLVPISEHINRLVAIRAQADIMGTDLLA 240 
                ******:***************************************************** 
 
ICLPb           VARTDSEAATLITSTIDPRDHAFIIGSTNPNIKPLNDLMIVAEQAGKNGADLQAIEDKWN 300 
ICLAn           IARTDSEAATLITSTIDHRDHPFIIGSTNPDIQPLNDLMVMAEQAGKNGAELQAIEDEWL 300 
                :**************** ***.********:*:******::*********:******:*  
 
ICLPb           AEAGLKLFSEAVVDQIKASSIPNKQAVIDGFLRDVKGKSNTEARAIAKKITGSDIYFDWD 360 
ICLAn           AKAGLKLFNDAVVDAINNSPLPNKKAAIEKYLTQSKGKSNLEARAIAKEIAGTDIYFDWE 360 
                *:******.:**** *: *.:***:*.*: :* : ***** *******:*:*:******: 
 
ICLPb           AARTREGFYRYRGGTQCAVNRAIAYAPFADLIWMESKLPDYAQAKEFAEGVHAVWPEQKL 420 
ICLAn           APRTREGYYRYQGGTQCAINRAVAYAPFADLIWMESKLPDYKQAKEFADGVHAVWPEQKL 420 
                *.*****:***:******:***:****************** ******:*********** 
 
ICLPb           AYNLSPSFNWKAAMPRGEQETYIRRLGKLGYAWQFITLAGLHTTALISDQFAKAYSMNGM 480 
ICLAn           AYNLSPSFNWKKAMPRDEQETYIKRLGALGYAWQFITLAGLHTTALISDTFAKAYAKQGM 480 
                *********** ****.******:*** ********************* *****: :** 
 
ICLPb           RAYGELVQEPEMENGVDVVTHQKWSGANYVDELLKMVSGGISSTSAMGTGVTEDQFK- 537 
ICLAn           RAYGELVQEPEMANGVDVVTHQKWSGANYVDNMLKMITGGVSSTAAMGKGVTEDQFKS 538 
                ************ ******************::***::**:***:***.********  

                     

B
 
me-ICLPb        MIRNPARRLPRQLLPLFRPSILPNH-AVRTFACSCSRMG-SPLPPVTPPVSTAHASDSFQ 58 
me-ICLAf        MFRSVPRRIPRRLPTLSSTAGSPSHLALRSFTCGYPRMSSSPLPTVEPPVSTTLPSDSFQ 60 
                *:*. .**:**:* .*  .:  *.* *:*:*:*. .**. ****.* *****: .***** 
 
me-ICLPb        LLSSAEKTGPAEDALFNEQVKAVTEWWNTPRYEGIRRPYSAEAVVSKRGSLQQTYPSSIM 118 
me-ICLAf        LLSTAEKSGSAEDALYEQQIKDVEAWWKSPRFEGIKRPYSAADVVSKRGTLQQTYPSSLM 120 
                ***:***:*.*****:::*:* *  **::**:***:*****  ******:********:* 
 
me-ICLPb        ARKLFNLLNERAKTGKPVHTLGAIDPVQMTQQAPNQEVLYISGWACSSLLTTTNEVSPDF 178 
me-ICLAf        ARKLFNLLNERAAEGKPVHTMGAIDPVQMTQQAPNQEVLYISGWACSSLLTTTNEVSPDF 180 
                ************  ******:*************************************** 
 
me-ICLPb        GDYPYNTVPNQVQRLFKAQQMHDSKQWDSRRKLSPEERKNTPYTDFMRPIVADGDTGHGG 238 
me-ICLAf        GDYPYNTVPNQVQRLFKAQQMHDRKQWDARRKMTPEQRKSTPYVDYMRPIVADGDTGHGG 240 
                *********************** ****:***::**:**.***.*:************** 
 
me-ICLPb        LTAVLKIAKLFAENGAAAAVHFEDQLHGGKKCGHLA-KVLVPIGEHINRLVAARFQWDLM 297 
me-ICLAf        LSAVLKLAKLFAENG-AAAVHFEDQLHGGKKCGHLAGKVLVPIGEHINRLVAARFQWDMM 299 
                *:****:******** ******************** *********************:* 
 
me-ICLPb        GTETLLIARTDSESGKLLSSSIDVRDHEFILGVTENSDPLAETLQKLESEGASGPEIDKF 357 
me-ICLAf        GVENLVIARTDSESGKLISSAIDVRDHEFILGVAEEVEPLAETLQAMEREGAAPAEIDAF 359 
                *.*.*:***********:**:************:*: :******* :* ***: .*** * 
 
me-ICLPb        ESQWVKNHKLKTFETVEANMLNPEGAP-SASNAYKKQVSENRGLVTKMNDDRLQPNTPNP 416 
me-ICLAf        ELDWVKKHKLVTFDEAVDAHLEAEGAPQSVRDAYKKKVQENPDLSISRRR-ALASDYTKK 418 
                * :***:*** **: .    *:.**** *. :****:*.** .*  . .   * .: .:  
 
me-ICLPb        PVFWSWDIPQHREGFYHYRAGNAAATKRAINFAPYADLLWVETGDPSVETAATFAGHIRA 476 
me-ICLAf        PVVWSCDSPRTREGFYHYRAGFPAATKRAKEFAPYADLLWVETGDPNVEKAGKLASDVRA 478 
                **.** * *: ********** .****** :***************.**.*..:*..:** 
 
me-ICLPb        KYPGKKLVYNLSPSFNWMGHGFSEASLKSFIWDIAKHGFVLQLISLAGLHSNATMTTELS 536 
me-ICLAf        AYPGKKLVYNLSPSFNWMGQGFDEASLKSFVWDLAKHGFVLQLISLAGLHSNATITTELS 538 
                 ******************:**.*******:**:********************:***** 
 
me-ICLPb        RGFKDDGMLSYVNLIQRREKEIGVDVLTHQKWSGASYMDGIVGSMRE-----RELRGGPV 591 
me-ICLAf        RAFKDEGMLAYVRLIQSREKELGVEVLTHQKWSGAPYMDGILGAIQSGSSSSKSMGEGNT 598 
                *.***:***:**.*** ****:**:**********.*****:*:::.     :.:  * . 
 
me-ICLPb        PNSPNCIHPCRL--------------------------------------- 603 
me-ICLAf        EKGKLSIHFDLLAINANNPKLQASKQIPRHGRIIIMPSVLLDRCRDKKKSP 649 
                 :.  .**   *                                        
 

 
4. CONCLUSÃO 
 
Neste trabalho foram obtidos os cDNAs e as proteínas preditas de me-ICL e ICL. O 
cDNa de me-ICL está sendo completado. Os alinhamentos mostram que ICL e me-
ICL apresentam, alta homologia com os respectivos homólogos de outros fungos. Os 
oligonucleotídeos para amplificação dos cDNAs visando a expressão heteróloga 
foram desenhados. 
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