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1. INTRODUCAO (justificativa e objetivos)

O Paracoccidioides brasiliensis € um fungo termodimorfico causador da
paracoccidioidomicose. Esta doenca € endémica na América Latina. A via
inalatéria é a principal porta de entrada do fungo no hospedeiro humano. Os
antifungicos atualmente disponiveis sao frequentemente toxicos nas dosagens
terapéuticas e tem sido descrito o surgimento de isolados resistentes a
antifangicos, principalmente em pacientes imunodeprimidos. Alguns dos
antifungicos disponiveis afetam os esteréis da membrana de fungos em alvos
que sao comuns aos humanos, causando efeitos toxicos aos pacientes. O
ergosterol é o principal esterol da membrana plasmatica de fungos que afeta a
fluidez e a permeabilidade da mesma. O ergosterol difere do colesterol, esterol
predominante em mamiferos, pela presenga de um grupo metil no carbono 24 e
das duplas ligacdes A’ e A??. A enzima esterol A** esterol-C-metiltransferase
(Erg6bp), catalisa a adigao do grupo 24-metil ao ergosterol e é ausente em
humanos. Assim, a Ergbp é considerada um alvo para o desenvolvimento
racional de drogas, com o intuito de evitar possiveis efeitos toxicos. Desta
forma nosso objetivo é caracerizar o cDNA ERG6 de P. brasiliensis e a
proteina Erg6p.

2. METODOLOGIA

Foram desenhados oligonucleotideos, baseados na sequéncia de cDNA parcial
de ERG6 detectados no transcriptoma de P. brasiliensis
(http://www.biomol.unb.br). Em seguida, foi realizada uma reagdo de PCR
utilizando o cDNA de micélio de P. brasiliensis. O segmento amplificado foi
utilizado como sonda para realizacdo do Southern blot, para verificar o numero
de copias de PbERG6 no genoma de P. brasiliensis. O clone contendo o cDNA
completo de PbERG6 foi sequenciado e as sequéncias obtidas foram
analisadas no programa BLASTX. A sequéncia referente a proteina predita
Ergbp de P. brasiliensis foi analisada utilizando os programas CLUSTAL X e
InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/) e as relagbes de filogenia de
PbERG6 foram geradas com 17 Ergbp completas deduzidas de fungos
disponiveis nas bases de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e Pfam
(http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.shtml). Uma arvore filogenética
foi construida por alinhamento de multiplas sequéncias utilizando o programa
CLUSTAL X e visualizada no programa Tree View.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O Southern blot indicou a presencga de apenas uma cépia do gene ERG6
no genoma de P. brasiliensis. Foi obtida a sequéncia parcial do gene PbERGS,
com 1070 pb codificando uma proteina predita de 290 aminoacidos (Figura 1).
As analises da sequéncia parcial de PbErg6p demonstram que a mesma
apresenta homologia com as proteinas Ergbp de fungos como Aspergillus
fumigatus, Aspergillus nidulans, Candida albicans e Candida glabrata (Figura
2). A presenga de motivos presentes em sequéncias de metiltransferases
dependentes de S-adenosil-metionina, sugere que o PbERG6 deve codificar
uma metiltransferase. A analise filogenética entre PbErg6p e Erg6p de outros



fungos mostra que P. brasiliensis formou um clado com fungos patogénicos do
filo ascomycota (A. fumigatus e A. nidulans) (Figura 3).
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Figura 1. Sequéncia do cDNA de PbERG6 e seqliéncia
predita de aminoacidos PbErg6p. O motivo da familia
de SMT dependente de SAM (caixa cinza); o motivo de
ligagdo a SAM (negrito) e motivo de SMT (sublinhado).
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Figura 2. Alinhamento da seqliéncia predita PbErgép com os
organismos A. fumigatus, A. nidulans, C. albicans e C. glabrata.
Os asteriscos indicam os residuos de aminoacidos conservados.

Os simbolos (:

e .) denotam, em ordem decrescente, a

similaridade entre os aminoacidos correspondentes. As barras (-)
indicam regides onde um espaco foi introduzido para otimizar a
homologia entre as seqliéncias.




Neurospora crassa

Paracoccidioide s brasiliensis

441

Aspemilus fumigatus
—| 1000

Aspemilus nidulans

Gibberella zeae

Magnaporthe grisea

Pneumocystis carinii

521

Schizosaccharomyces pombe

910

937 Ustilago maydis
1000
form

Cryptococcus neoformans

Yarrowia lipolytica

Y Debaryomyces hansenii

1000
Clavispora lusitaniae

534
Candida albicans

978

Eremothecium gossy pii

100 Kluyveromyces lactis

979
Candida glabrata

794
Saccharomyces cerevisiae

Figura 3. Arvore filogenética ilustrando a relagéo de
PbErg6p a outras Erg6p de fungos. Os numeros os
ramos indicam os valores de bootstrap obtidos de
1000 replicatas.
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