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1. INTRODUCAO

A Paracoccidioidomicose (PCM) € uma das micoses humanas sistémicas
mais prevalentes da América Latina, O fungo termodimoérfico Paracoccidioides
brasiliensis, causador desta micose, € 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. Apos a inalacdo dos miceélios, (M) estes se convertem em leveduras
(L), sendo fagocitados por macrofagos, onde se multiplicam.

No interior dos macréfagos existe wuma Ilimitacdo de glicose
(SELITRENNIKOFF and NAKATA, 2003), sendo assim, fungos e muitos outros
microorganismos procariotos e eucariotos, na busca de novas fontes de carbono,
utilizam etanol, acetato e acidos. Para a utilizacdo destas fontes de carbono é
requerido um ciclo que ocorre nos glioxissomos e é ausente em mamiferos, o ciclo
do glioxilato (NAKATA, 2002). As principais enzimas deste ciclo s&o: isocitrato liase
(ICL) e malato sintase (MLS). A enzima ICL catalisa a reacéo reversivel de clivagem
do isocitrato em glioxalato e succinato. A molécula de glioxalato condensa com
acetil-CoA formando malato pela acdo da enzima MLS (SELITRENNIKOFF, 2003), e
a partir do malato é formado o oxaloacetato.

O fato de oxaloacetato ser um precursor da glicose na gliconeogénese gerou
a hipotese de que a finalidade primordial do ciclo do glioxalato € a producdo de
glicose. Esta hipotese ainda é mantida devida aos experimentos realizados com
Saccharomyces cerevisiae, que verificaram a alta inducdo de frutose-1,6-bifosfato
(FBP1), enzima que realiza a conversdo de oxaloacetato em fosfoenolpiruvato,
quando o fungo esté presente no interior de macréfagos (LORENZ, 2002).

As limitacOes terapéuticas de drogas antifiUngicas correntes e o aumento da
incidéncia de infec¢des fungicas ameacadoras, associado com imunodepressao
bem como o surgimento de isolados clinicos resistentes a drogas tem se tornado
preocupante. A aplicacdo da gendmica de fungos oferece oportunidade para
desenvolvimento de novos antifingicos.

A ICL parece estar envolvida em mecanismos de viruléncia de muitos
microrganismos. Além disso, nenhuma proteina homologa foi encontrada em
humanos, o que torna a ICL um candidato atrativo como alvo para antibiéticos e
antifingicos especificos (Ebel, et all. 2006).

O gene da ICL é supra-regulado em levedura (Felipe, et all 2005). Como
nosso grupo tem trabalhado visando a busca de moléculas de P. brasiliensis
ausentes em humanos como alvos para novas drogas, a sequéncia de ICL foi obtida
do transcriptoma de P. brasiliensis com objetivo de realizarmos a clonagem,
caracterizacao, expressao heterdloga e avaliar a atividade desta enzima.



2. METODOLOGIA

2.1-Organismo:
Os ensaios foram realizados com o isolado ja caracterizado, Pb 01 (ATCC,
MYA,828) de P. brasiliensis, padrdo de nosso laboratério.

2.2-Construcdo de oligonucleotideos: O clones de cDNA de ICL, obtidos do
transcriptoma de P. brasiliensis foi sequenciado. A partir da sequéncia de cDNA de
ICL obtida, oligonucleotideos foram construidos, adicionando-se sitios de restricao
para as enzimas BamHI e XhoHI. Os oligonucleotideos foram utilizados na
amplificacdo do cDNA correspondente, via PCR (Reacédo em Cadeia da Polimerase).

2.3-Expressdo Heteréloga: A clonagem do cDNA de ICL foi realizada no vetor de
expressao pET32a (Novagen), a linhagem E.coli DH50. foi a receptora do plasmidio
recombinante. O clone selecionado foi sequenciado e utilizado para transformar E.
coli C43, a qual possibilitou a super expressao do gene. Os clones recombinantes
foram selecionados por andlise do perfil de expressado de proteinas de fusdo e por
sequenciamnento.

2.4- Purificacdo: A purificacdo da enzima recombinante foi realizada usando resina
de niquel de acordo com o protocolo apresentado pela Novagen.

2.5 - Atividade enzimatica: A atividade enzimatica de ICL da recombinante foi
avaliada pelo método de Ebel et all (2006). O substrato utilizado foi DL-isocitrato.

2.6- Andlises computacionais: As analises do cDNA de ICL foram realizadas
utilizando programas computacionais tais como Clustal X (THOMPSON et all, 1997),
Gene Runner (http://www.generunner.com), Blastx e Blastp
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).

2.6- Anadlise Filogenética: A arvore filogenética foi construida pelo método de
multiplo alinhamento de sequéncias usando o programa Clustal X. A arvore foi
gerada pelo método de neighbor-joining (SAITOU, 1987) e visualizada através do
programa Tree View.

2.7- Southern blot: A extracdo de DNA de P. brasiliensis foi realizada conforme
descrito por DEL SAL (1989) e o Southern blot foi processado de acordo com o
protocolo descrito por SAMBROOK e RUSSEL (2001).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1-Expressao Heterdloga:

A inducdo da expressdo da proteina de fusdo ICL, foi realizada através do
crescimento do clone recombinante na presenca de 1mM de IPTG, durante 3 horas.
A proteina superinduzida apresentou o tamanho esperado de aproximadamente
83KDa, sendo 60 KDa o valor estimado para a proteina ICL n&o fusionada.




3.2- Atividade enzimatica:

Na intencao de se verificar a atividade da recombinante, realizou-se a purificacdo da
enzima ICL de P brasiliensis na forma nativa, em resina de niquel, a partir do extrato
protéico do clone recombinante. O sucesso na obtencdo da proteina purificada
permitiu a realizacdo de testes de atividade enziméatica para ICL com a proteina de
fusd@o. Testes iniciais apresentaram uma atividade especifica de 0,159 U/ug, sendo
que 1U é definida como a formacao de 1umol de glioxilato fenilhidrazone por minuto
usando isocitrato como substrato. Este resultado demonstra que a recombinante
purificada ndo so6 € ativa, como apresenta atividade de ICL mesmo fusionada.

3.3- Andlises computacionais:

A homologia da seqiiéncia de aminoacidos da ICL de P. brasiliensis com ICLs de
outros organismos foi avaliada através do programa Clustalx. O alinhamento
confirmou a alta identidade entre as ICLs de diferentes organismos, além da
presenca de residuos conservados da familia das ICL. O hexa-peptideo conservado
K(KR)CGH(LMQR), que pode ser usado como um motivo de identificacdo de ICL, foi
identificado como KKCGHM, na ICL de P.brasiliensis. O sitio ativo desta enzima,
incluindo o residuo de cisteina, conservado em sequéncias de fungos, plantas e
bactérias, esta localizado no meio do hexa-peptideo conservado.

3.4-Andlise Filogenética:

Com o objetivo de verificar a proximidade evolutiva de ICLs realizamos uma analise
filogenética utilizando a proteina de ICL de diferentes fungos. A &rvore filogenética
obtida através do meétodo neighbour-joining mostrou uma distribuicdo das
seqUéncias condizente com a filogenia dos organismos utilizados. A sequéncia de
ICL de P. brasiliensis agrupou-se juntamente com a ICL de Coccidioides imitis e de
outros Eurotiomycetes, no filo Ascomicota.

2.7- Southern blot:

Para avaliar o nimero de copias do gene de ICL, o clone de ICL obtido do
transcriptoma de P. brasiliensis foi digerido com as enzimas de restricdo BamHI e
Xhol para liberacdo do inserto. O fragmento liberado foi utilizado como sonda para
realizagdo do Southern blot. O DNA de P. brasiliensis foi digerido com enzimas de
restricdo, Dral, EcoRlI, Haelll, Hindlll, Kpnl, transferido para membrana de néilon e
hibridizado com a sonda radioativa. A analise do resultado apresentado sugere a
presenca de apenas um gene de ICL em P. brasiliensis.

4. CONCLUSAO

» O proteina predita de ICL de P. brasiliensis apresenta alta homologia com ICL
de outros organismos.

» A expressédo heter6loga da ICL de P.brasiliensis e posterior purificacdo da
mesma permitiram a realizacdo de ensaios enzimaticos que confirmam a
atividade de ICL da proteina de fuséo obtida.

» A proteina predita de ICL de P.brasiliensis possui o residuo de cisteina no
meio do hexapeptideo conservado caracteristico das Icls de fungos, plantas e
bactérias.



» A andlise filogenética mostra que ICL de P. brasiliensis apresenta um
agrupamento baseado na filogenia.

» A analise do Southern blot indica a existéncia de apenas um gene para a
enzima ICL em P. brasiliensis.
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