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1. INTRODUCAO (justificativa e objetivos)

A Paracoccidioidomicose (PCM), causada pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis,
€ uma das micoses humanas sistémicas mais prevalentes da América Latina, com
areas endémicas se estendendo da América Central a Argentina. O P. brasiliensis é
um fungo termodimorfico, 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.
Apoés a inalacdo dos micélios, (M) estes se convertem em leveduras (L), sendo
fagocitados por macrofagos, onde se multiplicam. No interior dos macrofagos héa
uma limitacdo de glicose. (Selitrennikoff, 2003). Na busca de novas fontes de
carbono, fungos e muitos outros microorganismos procariotos e eucariotos utilizam
etanol, acetato e &acidos graxos como a unica fonte de carbono. O ciclo do
glioxalato, que € ausente em mamiferos, é requerido para a utilizacdo destas fontes
de carbono (NAKATA, 2002). As principais enzimas do ciclo do glioxalato sao:
isocitrato liase e malato sintase. A enzima isocitrato liase catalisa a reacdo reversivel
de clivagem do isocitrato em glioxalato e succinato. A molécula de glioxalato
condensa com uma de Acetil-CoA formando L-malato pela agdo da enzima malato
sintase (Selitrennikoff, 2003). A molécula de malato formada originara oxaloacetato
que pode ser utilizado como precursor da glicose na gliconeogénese. Uma reacao
analoga a conversao 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 sintese de 2-metilcitrato a partir de oxaloacetato e propionil - CoA. 2-
metilcitrato é entdo convertido em 2-metilisocitrato que é clivado em piruvato e
succinato pela 2-metilisocitrato liase (Luttik, 2000). Ao contrario do ciclo do glioxalato
que ocorre nos glioxissomos, o ciclo do 2-metilcitrato (ciclo do acido 2-metilcitrico)
ocorre na mitocondria. 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 especifica metilisocitrato liase e ICL1 uma
enzima que utiliza isocitrato e 2-metilcitrato como substratos (Luttik, 2000). As
limitacOes terapéuticas das duas classes de drogas antifUngicas correntes e o
aumento da incidéncia de infec¢cbes fungicas ameacadoras, associado com
imunodepressdo bem como o surgimento de isolados clinicos resistentes a drogas
tem se tornado preocupante. A aplicacdo da gendomica de fungos oferece
oportunidade para desenvolvimento de novos antifungicos. Estima-se que 80% do
genoma de P. brasiliensis, fungo dimorfico termo-regulado, foi analisado e novos
genes correspondentes a proteinas que devem atuar como fatores de viruléncia e
potentes alvos para drogas foram identificados. Dentre estes, estd o gene da
isocitrato liase que € 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 sequéncias de isocitrato liase
(ICL) e metilisocitrato liase (me-ICL) foram obtidas do transcriptoma de P.



brasiliensis com objetivo de realizarmos a clonagem, caracterizacdo, expressao
heterdloga e avaliar a atividade destas enzimas.

2. METODOLOGIA

2.1-Organismo: Foi utilizado o isolado ja caracterizado, Pb 01 (ATCC, MYA,828) de
P. brasiliensis, padrdo de nosso laboratério.

2.2-Construcdo de oligonucleotideos: A partir das sequéncias de ICL e me-ICL
obtidas do transcriptoma de P. brasiliensis (www.biomol.unb.br) desenharemos os
oligonucleotideos para amplificacdo do cDNA via PCR.

2.3-Expressdo Heterdloga: A clonagem dos cDNAs sera realizada no vetor de
expressdo pET32a (Novagen), a linhagem E.coli DH5a ser4 a receptora dos
plasmidios recombinantes. Os clones selecionados serdo sequenciados e utilizados
para transformar E. coli ORIGAMI (DE3), a qual possibilitara a super expressédo dos
genes. Os clones recombinantes serdo selecionados por analise do perfil de
expressao de proteinas de fuséo.

2.4- Atividade enzimatica: As atividades enzimaticas, de ICL e me-ICL no extrato
total protéico e das recombinates, serdo avaliadas pelo método de Dixon & Kornberg
(1959). Os substratos utilizados seréo: 2-metilisocitrato e DL-isocitrato para me-ICL e
ICL, respectivamente.

3. RESULTADOS PARCIAIS E DISCUSSAO

3.1 Obtencéo da sequéncia.

As sequéncias parciais de nucleotideos de ICL e me-ICL foram obtidas a partir do
sequenciamento de clones. As proteinas preditas foram obtidas através do programa
Gene Runner, verséo 3.05.

1 CGGCACGAGG GGCAGATTAT ACAACAATAG TGGGGTGIGT GATATGAGAG AATCOGCATT TTGGCACCTT GTGAGAAAAC TGITATCAGS TTCGATATAA CTGGATTTAA TCOCAGOCAC GATTTC TTTOGCACCS
81 TATTGOGTTG COCCTCTCTT TTGCTGITTG COGGATATTT ATTCOGCCTT ATTCAGOGGC CGTAGGTTCG CATCIATCIC 31 AGTCTOCEAT TGBTCACATC. CITOUEAGTG ACET GBI TA ARG TCATA TTAAATACAC. TTCBTTCOCT GTATTCANGA CITTTTARGA
M DSI EQE DQKY
161 ACGAGCTCTC. CACTOCTOGA CTOOCCACAC TACTGAMATC TGTAGMCA GGACMGIEA GTATTACACA mwwca 181 GGITCTTCTA ACTGOGATIT TCGANTTACL ANGOCAAGGT CETAMATAM CGATOGOMT. GGATTCTATC GAGAAGAAG ATCAGAMATA
IR Q s vV R 42 VKEW D RW RY T K PF TAE QI VA
241 TTOGCARGOC TCTARCO0S TTGGRTOGAC ACCTTCTOGE GGTCTTOMR CTTCCATTC TCOCCARGEA CECTOTCAG 271 CTOGECTGA. GICCAGHDS TCAMAGRATG GTOBCAGEAC TOAAGATORC, GETATACCAA GOGTOCGTT AGATOGTTGC
TFA CSCS RMG SPL PPVT P s HASD 22 KRG N L | Q K L [ RF KNKT
321 ACTTTOGCCT ‘GTTC ACGAATGEGG TCACCACTCC CTCCAGTCAC CCCACCAGTG TCTACAGCTC ATGOCTOCGA 361 GAAGOGGGGA AACTTGAAGA TTGAATATCC ATCAAATGTC CAGAGCAAAA AGCTTTGGGG GATTCTGGAA GAGOGTTTCA
F LLS SAEK TGP AED ALFN E K A 2 ASF TY TQM VKYL DTV YVS GWQSs
401 TTCATTCCAG CTCCTCTOGT CTGCTGAGAA GACCGGGCCT GCTGAAGATG CACTCTTCAA TGAACAGGTA AAAGCAGTGA 451 TGOCAGCTTC ACTTATGGCT GTCTOGACC CACAATGCTC ACOCAGATGG TCAAATATCT CGATACGGTC TACGTCTCTG GCTGACAGAG
TP RY G 1 RR Y s A VVSKRGS 2 s s T A TDEP SPD L QL w
481 CAGAATGGTG GAACACCOOC CGCTACGAAG GTATCAGGOG ACCATATTCT GCAGAAGCTG TTGITAGCAA GOGGGGATCA 541 CTCTTCTACA GCATOGTCAA CTGACGAGOC CTCTCCAGAC CTTGCAGATT ACCCAATGAA CACTGTOOCC AATAAGGTCA ACCAGCTATG
L T Y A R K N L NE RAK T GKFP GAGAAGATGT CGTAGCAGIT GACTGCTCGG GAGAGGTCTG GAACGTCTAA TGGGTTACTT GTGACAGGGG TTATTCCAGT TGGTCGATAC
561 TTGCAGCAGA CGTATCCAAG CTCTATTATG GOCAGGAAAC TATTTAACTT GITGAATGAG RKQ REE RLR APKS QRA S L NI DY
P QM T QA P Yo 631 GATGOCACAG CTCTTOCATG ACOGCAAA AGATTGAGGG CTCCTAAGTC CCAACGOGOC TCGCTTCOCA ACATCGATTA
641 AGTACATACC CTTGGTGCAA TTGATCOOGT CCAAATGACA CAACAGGCTC CCAATGAAGA AGTTCTTTAT ATTTCTGGAT 2 P I I A DAD GHG GL T A K LTK LFI ERGA
L NEVS D F T 721 CTTGAGEOCA ATTATTGOGG ATGOGGATAC TGGTCATGGT GGATTGACOG CTGTCATGAA GCTGACCAAA TTGITCATCG
721 GGGOCTGTTC ATOGCTOCTG ACGACGACTA ACGAAGTATC COCTGACTTT GGTGACTATC CCTACAACAC | G T K G H KV L | |
QV Q R K AQQ MHD SKQWDSR RKL SPEE 811 TGCTGGCATT CATATTGAGG ATCAAGOCOC TGGAACGAAG AAGTGCGGOC ATATGGCTG CAAGGTCTTA GTCOCCATCA GOGAGCATAT
801 CAGGTCCAGA AT TG GGATTOGAGA 'GT CTCCAGAGGA 2 IR A DI M GT L A R S E AATL
KN TPY TOD RPI VAD G G GG L T 901 CAACAGACTT GTTGOCATCC GAGCCCAGRC TGATATTATG GGAACCGACC TCCTGGCTGT TGCTAGAACT GATTCOGAAG \ooeT
881 ACGCAAAAAT ACACCCTACA CTGATTTCAT GOGACCAATA GTGGCAGATG GTGATACGGG CCACGGAGEC CTGACAGCAG | ' D PRDH AFI | GS T N I KP LN |
VL KI AK GAA AAV F DQLH GG 991 CATCACATCA ACTATTGATC COOGGGACCA TGCTTTCATT ATTGGCTCAA CAAATCCTAA TATCAAACCT CTCAACGATC TGATGATTGT
961 TOCTGAAAAT AGCAAAACTC TTTGCTGAAA ATGGAGCTGC TGOOGCOGTC CACTTOGAGG ACCAGCTGCA T GAD L QA I [ A
HoL V PI G EHINT RLVYV AA F QWD 1081 TGCTGAGCAA GCA( TCTOCAGGCA ATTGAGGACA AGTGGAATGC TGAGGCGGGC CTAMAGCTTT TCTCOGAGES
1041 AMATGTGGIC ATCTTGOCAA AGTACTCGTT CCAATTGGGG AACACATCAA CAGGCTTGTG GCAGCTAGAT TCCAGTGGGA D Q PN K Q ! LRD VKG KSNT
E LLIARTD SES GKLL SSS I DV 1171 AGTTGITGAC CAAATCAAGG CATCTTCTAT TCCCAACAAG CAGGCTGITA TOGATGGATT CCTCOGOGAC GTCAAGGGCA AGAGCAATAC
1121 TCTTATGGGA ACTGAAACAC TTCTCATTGC GAGAACGGAC TCOGAMAGTG GAMGCTTCT AAGCAGCTCT ATCGATGTCC AR AL A KK.I G s oD | A ART REG F YRY
HE F I T ENSD PLAETL QKLE SEG 1261 TGAAGCOCGT AGAAGATCAC COGTTCAGAT ATCTATTTTG ACTGGGATGC TGCTAGAACT TCTACCGCTA
1201 GGGACCACGA GITCATCCTG GGTGTTACTG ToCGCTTGCA GC AGMATTCOA GTCTGAGGGA 2 GG T Q N AL A A A | S K L P DY
PEI D FE SQWVKNHKLKTFE &TVE 1351 COGTGGOGGT ACCCAGTGIG COGTCAACCG TGCCATTGCC TACGOCCCAT TTGOCGATCT TATCTGGATG GAGAGCAAAT TGOCCGACTA
1281 GCTTOGGAGC CTGAGATOGA CAAATTTGAA TCTCAGTGSG TAAAGAATCA ACTTTCGAGT A K AEGV HAV WPE Q ALY FN WK
M LNP EGAP SAS NA YKKQ VSE NRG 1441 TGOCCAGGCA AAGGAGTTTG CTGAAGGAGT CCACGCTGTG TGOCCTGAAC AGAAGCTOGE TTACAACCTT TCCOCATCCT TCAACTGGAA
1361 AGCCAACATG CTAAATCOGG CAGTGCATCC ANCAACGCTT CAGOGAA AATCGGGGAC AM PRG EQET YI R RLG KLGY AWQ FI T LAGL
K MND DRL QPNT PNP PVF WS WD I PQ 1531 GAOCGCCATG AGCAGGAGAC CTACATCOGC CGTCTGGGCA AGCTGEGITA CGOCTGRCAA TTCATCACCC TTGCOGGTCT
1441 TGGTCACTAA AATGAACGAC GATOGCTTGC AGOCAAATAC ACCAAATOOC COOGTGTTCT GGTCCTGGGA CATOOCCCAG TT ALI SDQF AKA s R A LV QEPE
F Y R A N A AATK Al NFA PYAD 1621 CCACACCACT GOCCTTATCT CTGACCAGTT TGOCAAGGCC TACTOCATGA ATGGCATGOG OGOCTATGGC GAACTAGTCC
1521 CACOGTGAGG GITTCTACCA TGO0G. \TC AATTTTGCAC CCTACGOOGA H QKW SG N YV L MV S GG I
W VET GDPS VET AAT FAGH | RA KYP 1711 GATGGAGAAT GGAGTTGATG TCGTTAGCCA CCAGAAATGG AGTGGTGOCA ACTATGTOGA CGAGCTGTTG AAGATGGTCA GTGGOGGTAT
1601 TTTACTCTGG GIT TGTGGAGACG GCAGGACA TATCOGAGOG AAATACCOGG 2 SST SAMGTGV TED QF @MRR T1 |
L VYN LSP SFNWMGH GFS EASL KSF 1801 CAGCAGEACC Nl CAATTCAAAT AGATGAGE0G CACCATTGTT TOCTCGATTG TATTTCCTGT
1681 GTAAGAAGCT GGTTTATAAC CTCAGTOOCT CATTCAACTG GATGGGTCAC GACTTCTOOG CAMATOGTTT K L G L s P
A G F LQL | SLAGLHSNA TMTT 1891 AGTTTTOCTC TGTAATGTAT ATAAACTTTT GGGACTTAAT TTTTOGITGC TTTGTATTTT TACCAGOCTA TATOOCAGOC TTTTATGROC
1761 ATCTGGGATA TOGCTAAGCA CTCCAACTTA TCTCGCTTGC CCAC TCCAACGOCA CTATGACAAC | # T T R PPLR FPP SQ PSS LR
RGF KDDG MLS YVN LI QR REK E| 1981 CACCOGCACA AAAAAAATAA AATAAACCTC CATTACCTAA AAAAGGCOC COCCTCTTAG ATTTCCOCOG
1841 CGAGCTCTCC CGTGGATTCA AAGACGATGG CATGCTTTCT TAGGTCAACC TTATG \TCG00G N A F N G F Q s s
Q KWS GASY DG I v S MRE REL 2071 TAATAACCCA GOGTTCTGTA CAAATGGTCC CTTTCAACGA TGTAATTAAA GCTCAGCACT CGITOC
1921 TIGATGTCCT TACCCATCAA AMGTGGAGTG GAGCTOGTA TATGGACIGE ATTGTCGRCT CRATCAGAGA GAGAGAACTA
v P N P C
2001 TAACGAGRES GCCLCITAGE CANTTOGCET TNAMACTGAT GTATACHTCE CTGoeRTTTG

Figura0l: Sequéncias de nucleotideos e proteinas preditas de me-ICL (A) e ICL (B). Sendo M (metionina) o cédon inicial.

3.2 — Alinhamento das sequéncias de proteinas preditas de me-ICL e ICL.
As sequéncias foram alinhadas com outros organismos.




I CLPb MDSI EQEDQKYVAEVQAVKEWNQDSRVRYTKRPFTAEQ! VAKRGNLKI EYPSNVQSKKLW 60 me- 1 CLPb M RNPARRLPRQLLPLFRPS| LPNH- AVRTFACSCSRMG- SPLPPVTPPVSTAHASDSFQ 58
1CLAN VBY! EEEDGRYWDEVAAVKNWIKDSRVRYTKRPFTAEQ VAKRGNLKI EYPSNVQAKKLW 60 me- | CLAf MFRSVPRRI PRRLPTLSSTAGSPSHLALRSFTO(HPRNSSSPLPTVEPWSTTLPSDSFQ 60
1 CLPb G LEERFKNKTASFTYGCLEPTM. TQWAKYLDTVYVSGWQSSSTASSTDEPSPDLADYPM 120 me- | CLPb LLSSAEKTG:'AEDALFNEQ/KAVTE\AW\FFPRYEG RRPYSAEAVWSKRGSLQQTYPSSI M 118
I CLAn a LERNFKNKEASFTVG:LDF’TM/TQ\IAKYLDTVVVSG/USSSI’ASSI’DEPSPHADVPM 120 me- | CLAF YEQQ KI KRPYSAAD\NSKRGH_@TYPSSLM 120
1CLPD NTVPNKVNQLWWAQL FHDRKQREERL RAPKSQRASLPNI DYLRPI | ADADTGHGGLTAVM 180 me- | CLPb ARKLFNLLNERAKTGKPVHTLGAI DPVQUT QQAPNGEVL Yl SGAACSSLLTTTNEVSPDF 178
I CLAN NTVPNKVNHLWAQL FHDRKQREERMI TPKDQRHKVANVDYLRP | ADADTGHGEL TAVM 180 me- | CLAf ARKLFNLLNERAAEGKPVHTMGA! DPVQMTQUAPNQEVL Yl SGWACSSLLTTTNEVSPDF 180
I CLPb KLTKLFI ERGAAG HI EDQAPGTKKCGHMAGKVLVPI SEHI NRLVAI RAQADI MGTDLLA 240 me- | CLPb GDYPYNTVPNQVQRL FKAQQVHDSKQWDSRRKL SPEERKNTPYTDFMRPI VADGDTGHGG 238
I CLAn KLTKLFVERGAAG HI EDQAPGTKKCGHVAGKVLVPI SEHI NRLVAI RAQADI MGTDLLA 240 me- | CLAF @YF’YNTVPW/@&FKA@\HWQADARRKWPEQQKSTPWDYWl VADGDTGHGG 240
1CLPD VARTDSEAATLI TSTI DPRDHAFI | GSTNPNI KPLNDLM VAEQAGKNGADLQAI EDKVWN 300 mre- | CLPb LTAVLKI AKLFAENGAAAAVHFEDQUHGEKKCGHLA- KVLVPI GEHI NRLVAARFQADLM 297
I CLAN | ARTDSEAATL TSTI DHROHPFI | GSTNPDI QPLINDLM/VAEQAGKNGAEL QA EDEVL 300 me- | CLAf LSAVLKLAKL FAENG: AAAVHFEDQLHGGKKOGHLAGKVL VP! GEHI NRL\/AARFQI\DNM 299
| CLPb AEAGLKLFSEAWDQ KASSI PNKQAVI DGFLRDVKGKSNTEARAI AKKI TGSDI YFDVWD 360 me- | CLPb GTETLLI ARTDSESGKLLSSSI DVRDHEFI L GVTENSDPLAETL QKLESEGASGPEI DKF 357
ICcLAn AKA&KLFNDAWDAI NNSPLPNKKAAI EKYLTGSKG<SNLEARAI AKEI AGT D‘ YFWE 360 me- | CLAf GVENLVI ARTDSESGKLI SSAI DVRDHEFI L GVAEEVEPLAETL QAVEREGAAPAEI DAF 359
1CLPb AARTREGFYRYRGGT QCAVNRAI AYAPFADL| WWESKL PDYAQAKEFAEGVHAVWPEQKL 420 me-1CLPb ESQUUKNHKL KTFETVEANM. NPEGAP- SASNAYKKQVSENRGLVTKMNDDRLGPNTPNP 416
1CLAn APRTREWYRYQGGerI yi?f}/AYAPFAD.I W/ESKLPDVKE):\ffffPWHAWPE@L 420 me- | CLAf EL DVWKKHKL VTFDEAVDAHL EAEGAPQSVRDAYKKKVQENPDL S| SRRR- ALASDYTKK 418
1CLPD AYNLSPSFNWKAAVPRGEQETY! RRLGKL GYAWQFI TLAGLHTTALI SDQFAKAYSVNGM 480 re- 1 CLPb PVFWSVIDI PQHREGF YHYRAGNAAATKRAI NFAPYADLLW/ETGDPSVETAATFAGH RA 476
10LAn AYNLSPSFNVKKAVPRDECETY! KRLGAL GYAWCFI TLAGLHTTALI SDTFAKAYAKQGM 480 me- | CLAf PVVWECDSPRTREGFYHYRAGFPAATKRAKEFAPYADLLWETCOPNVEKAGKLASDVRA 478
| CLPb RAYGEL VQEPEMENGVDVVTHQKWSGANYVDEL LKM/SGG SSTSAMGTGVTEDQFK- 537 me- | CLPb KYPGKKLVYNL SPSFNVWGHGFSEASLKSFI WDI AKHGFVLQLI SLAGLHSNATMITELS 536
| CLAN RAYGEL VQEPEMANGVDVVTHUKWEGANYVDNML KM TGGVSSTAAMGKGVTEDQFKS 538 me- | CLAf AVPG(KLWNLSPSFMI‘M}:(}DEASLKSF\N\D_AKH}\/LQ.I SLAGLHSNATI TTELS 538
me- | CLPb RGFKDDGML SYVNL | QRREKEI GVDVL THQKWSGASYMDG VGSMRE- - - - - RELRGGPV 591
ne- | CLAf RAFKDEGMLAYVRLI QSREKELG\/EVLT)—Q&\ASGAPYNDG LA QscssssxsrvEGN'r 598
ne- | CLPb PNSPNCI HPORL- - = = === == = == == o = == ssom s seec oz eae 603
ne- | CLAf EKGKLSI HFDLLAI NANNPKLQASKQ PRHGR! | | MPSVLLDRCRDKKKSP 649

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

4. CONCLUSAO

Neste trabalho foram obtidos os cDNAs e as proteinas preditas de me-ICL e ICL. O
cDNa de me-ICL esta sendo completado. Os alinhamentos mostram que ICL e me-
ICL apresentam, alta homologia com os respectivos homadlogos de outros fungos. Os
oligonucleotideos para amplificacdo dos cDNAs visando a expressédo heteréloga
foram desenhados.
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