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RESUMO

Bandeira Simone Cristina Borges. Identificacdo funcional e estrutura gendmica de genes
nucleares associados a atividade da citocromo ¢ oxidase de Paracoccidioides brasiliensis
[Tese (Doutorado)]. S&o Paulo: Ingtituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séo
Paulo; 2009.

O Paracoccidioides brasiliensis € um fungo patogénico, € o agente etioldgico da
paracoccidioidomicose, uma micose sistémica prevalente na América Latina P.
brasiliensis € um fungo termodimorfico que vive na forma de micélio em temperatura
ambiente (~25 °C) e sob a forma de levedura entre 35 e 37 °C. Por comparacdo de
seqiiéncias e ensaios de complementacdo heterdloga em mutantes de S cerevisiae
identificamos e estudamos 15 novos genes de P. brasiliensis envolvidos na expressao do
complexo da citocromo ¢ oxidase mitocondrial (COX). Os genes PbCOX6, PbCOX17,
PbCOX19 e PbOXAl sdo capazes de substituir a funcdo de seus homoblogos nos
respectivos mutantes de S cerevisae. Os genes analisados s modulados durante o
processo de transicdo morfoldgicatanto de micélio para levedura quanto de levedura para
micélio evidenciando a importancia dos genes relacionados a respiragdo celular para o
estabelecimento da patogenicidade do fungo. Acessamos a estrutura gendmica dos genes
identificados verificando a presenca de introns e evidéncia de processamento aternativo
dos genes. Além da funcéo respiratdria os genes COX11 e SCOL de S. cerevisiae estéo
relacionados a funcdo de resisténcia ao peroxido de hidrogénio e os homologos de P.
brasiliens's embora ndo sejam capazes de complementar funcionalmente a deficiéncia
respiratoria sdo equivalentes aos genes COX11 e SCOL de S cerevisiae na fungéo quanto
a resisténcia ao perdxido. Mostramos que os mutantes Cox17, Cox19 e Cox23 de S
cerevisiae também sdo em diferentes niveis, sensiveis a peréxido de hidrogénio e que 0s
homélogos de P. brasiliensis PbCOX19 e PbCOX17 também sdo capazes de substituir
esta fungdo em S cerevisiae. Demonstramos que em P. brasiliensis ocorre a producéo de
compostos bioativos sideroferos, sendo detectado sua secregdo em meio de cultura solido
e liquido.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis. Citocromo ¢ Oxidase. Fungos.
Saccharomyces cerevisiae. Respiracdo mitocondrial. Siderofero.



ABSTRACT

Bandeira Simone Cristina Borges. Functional identification and genomic structure of
Paracoccidioides brasiliensis nuclear genes associated to cytochrome c oxidase activity
[Ph.D. Thesig]. S0 Paulo: Ingtituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séo
Paulo; 2009.

Paracoccidioides brasiliensis is a pathogenic fungus, the aethologic agent of the
paracoccioidomycose, a systemic mycose prevalent in Lantin American. P. brasiliensisis
a thermodimorphic fungus which lives in the mycelium form at room teperature (~ 25 °C)
and in the yeast form between 35 °C e 37 °C. By sequence comparisson and heterologous
functional complementation assays in S. cerevisae we were able to identify and study
fifteen (15) new P. brasiliensis genes involved in the mitochondrial cytochrome c oxidase
expression (COX). Of which, PbCOX6, PbCOX17, PbCOX19 e PbOXAlgenes were able
to fuctionally replace its homogues in the S cerevisiae null mutant. All P. brasiliensis
genes analysed have their expression modulated during the morphologic transition from
mycelium to yeast as well as from yeast to mycelium. This observation highlighted the
importance of the respiration related genes in the fungus pathogenicity stablishment.
Genomic structure of the identified genes were acessed confirming introns presence as
wel as envidenced the alternative splicing occurrence. Besides respiration function,
COX11 and SCO1 genes from S. cerevisae were related to be involved in the hydrogen
peroxide resistence and athough P. brasiliensis homologues genes are not able to
functionally replace its homologues in the respiratory deficiency they are able to restore
the resistence to hydrogen peroxide in the S cerevisiae null mutant strains. We showed
that Cox17, Cox19 and Cox23 S. cerevisiae mutants are also, at different levels, sensitive
to hydrogen peroxide and that P. brasiliensis homologues PbCOX17 and PbCOX19 are
also able to replace this function in S cerevisiae. It was demonstrated that there is
bioactive compounds siderofore production in the fungus P. brasiliensis, and it was
detected siderofore secretion in the solid and liquid culture medium.

Key words. Paracoccidioides braslienss. Cytochrome ¢ Oxidase. Fungi.
Saccharomyces cerevisiae. Mitochondrial Respiration. Siderofore.
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1INTRODUCAO

1.1 A Respiragdo Celular e o Complexo da Citocromo ¢ Oxidase

Em eucariotos a producdo da maior parte de energia consiste na oxidacdo de
moléculas NADH e FADH, geradas a partir das reagcBes de metabolismo dos nutrientes
ingeridos. A oxidagdo de NADH e FADH; ocorre na cadeia transportadora de elétrons
localizada na membrana interna da mitocdndria. A cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial é constituida por quatro complexos enziméticos distintos, o complexo da
NADH-Coenzima Q-redutase (complexo 1), da Succinato-Coenzima Q redutase (complexo
I1), da ubiquinol citocromo c redutase (complexo I11) e da citocromo ¢ oxidase (complexo
V), dém do complexo da ATP-sintase. Parte da energia gerada no processo de oxidac&o das
moléculas de NADH e FADH; é utilizada para o bombeamento de prétons (H*) da matriz
mitocondrial para 0 espaco intermembranar durante a transferéncia de elétrons na cadeia
respiratoria. Através desses complexos, a mitocondria exerce sua principal fungdo que é a
producdo da energia utilizada pelas células via respiragdo aerobica, processo este denominado
fosforilagdo oxidativa (Hatefi, 1985).

A citocromo c oxidase € o complexo terminal da cadeia transportadora de elétrons em
eucariotos. Este complexo gque é formado por onze subunidades estruturais em S. cerevisiae,
atua na transferéncia de elétrons do citocromo ¢ para o oxigénio molecular reduzindo-o para a
formacdo de moléculas de &gua. Esta funcdo central na producdo de energia celular faz da
citocromo c oxidase um componente de fundamental importancia para 0s organismos
aerobicos (Herrmann e Funes 2005).

Com a estrutura tridimensional de raios-X da citocromo ¢ oxidase bovina definida ao
nivel de 2,8A° de resolugdo por Tsukihara et al. em 1995 foi possivel identificar os sitios de
ligagdo dos metais que atuam como cofatores neste complexo, bem como as subunidades
associadas a estes ions e 0 mecanismo de transporte dos elétrons. Sao encontrados dois
centros detentores de ions cobre na citocromo ¢ oxidase. Um na subunidade Il, chamado
centro binuclear CuA, que requer dois &omos de cobre e é o primeiro aceptor de elétrons do
citocromo c e o outro estd associado a subunidade |, chamado centro de CuB.

Os elétrons provenientes do centro binuclear CuA sdo transferidos para o grupo heme
do citocromo a, que entdo 0s entrega ao grupo heme do citocromo a3. Os elétrons do grupo
heme a3 sdo doados ao centro de cobre CuB onde sdo utilizados na redugdo do oxigénio
molecular para aformagdo da molécula de &gua (Michel et al., 1998; Tsukihara et a., 1996).
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1.2 Genes Envolvidos Na Montagem Do Complexo Da Citocromo C Oxidase

mitocondrial

A biogénese do complexo da citocromo ¢ oxidase mitocondrial € um dos processos
mais elegantes e sofisticados ja visto em biologia molecular. A complexidade reside no fato
de gque a expressdo da citocromo c¢ oxidase depende da expressdo coordenada de genes
nucleares e mitocondriais. A grande massa de conhecimentos obtidos sobre a biogénese deste
complexo vem dos estudos em levedura Saccharomyces cerevisiae. Neste organismo este
complexo € composto por onze subunidades estruturais. As trés maiores subunidades (Cox1p,
Cox2p e Cox3p) que formam o centro catalitico da enzima, sdo codificados pelo DNA
mitocondrial (MtDNA) e processadas dentro da organela. As oito subunidades estruturais
restantes sdo codificadas no genoma nuclear, traduzidas no citoplasma e importadas para a
mitocondria (Taanman e Capaldi, 1992; Glerum et al., 1995). Apenas duas das onze
subunidades estruturais (Cox1p e Cox2p) estdo ligadas aos grupos prostéticos hemes a e heme
a3 e aos centros de cobre (CuA) e (CuB) que participam da transferéncia de elétrons do
citocromo ¢ reduzido para a molécula de oxigénio (Tzagoloff et al., 1974). Outros ions como
zinco, magnésio e sodio também sdo encontrados na citocromo ¢ oxidase entretanto, ainda
quase ndo existem dados sobre as fungdes destes ions no complexo.

Além das subunidades estruturais outras dezenas de produtos génicos nucleares sao
necessarias para a biogénese funcional do complexo (McEwen et al., 1986; Tzagoloff et al.,
1986; Tzagoloff e Dieckmann, 1990; Barrientos et al., 2002). Estas proteinas acessorias estéao
atuando na estabilizagdo dos transcritos e das subunidades recém sintetizadas, regulacdo da
expressdo, integracdo na membrana interna mitocondrial e interagbes fisicas entre as
subunidades estruturais e com outros complexos (Herrmann e Funes 2005), muitas outras
ainda sd0 necess&ria para a entrega, formagdo e insercdo dos cofatores como os ions
metélicos.

Entre as subunidades nucleares estruturais do complexo da COX em S. cerevisiae
esta 0 gene COX4 que codifica para a subunidade 1V (Poyton e Schatz, 1975; Maarse et al.,
1984; Dowhan et al., 1985). Cox4p € essencial para o funcionamento do complexo desde que
células mutantes ndo completam a montagem do complexo funcional. Esta proteina atua com
ligante de zinco e é a Unica subunidade contendo cofator (estaligada a um Unico ion de Zn(11)
através de quatro residuos de cisteind) que ndo faz para do corpo catalitico da enzima. A
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funcéo bioldgica naligacdo de zinco com esta subunidade do complexo da COX ainda ndo foi
elucidada (Coyne 3rd et al., 2007).

O gene COX5A (Waterland et al., 1991; Koemer et al., 1985) e o gene COX5B que
codificam para duas formas distintas de subunidade V de citocromo ¢ oxidase, as subunidades
Coxba e Cox5b, respectivamente. O nivel da taxa de respiracdo em células carregando alelos
nulos de cox5a ou cox5b ou ambos indica que de alguma forma a subunidade V € necesséria
para a atividade citocromo ¢ oxidase e que a funcdo de Cox5a € muito mais eficaz do que
Cox5b (Trueblood e Poyton, 1987).

O gene COX6 para a subunidade VI (Wright et al., 1984; Wright et al., 1989; Grant et
al., 1997), COX13 para a subunidade Vla (Taanman e Capaldi, 1993; Beauvoit et al., 1999) e
COX12 para a subunidade VIb (Lamarche et al., 1992). O gene COX7 codificando para a
subunidade VII (Aggeler e Capaldi, 1990; Nobrega et al., 1998) e o gene COX9 para a
subunidade Vlla (Wright et al., 1986) e o gene COX8 que codifica para a subunidade VI
(Patterson e Poyton, 1986).

Entre as proteinas acessorias codificadas pelos genes nucleares, que atuam na
montagem do complexo da citocromo ¢ oxidase funcional esta a Cox10p que é uma
farnesiltransferase que adiciona o radical farnesil ao grupo prostético heme A (Nobrega, 1990;
Glerum e Tzagoloff et a., 1994). A Cox11lp que insere os ions de cobre (CuB) e magnésio
durante a montagem do complexo da COX (Tzagoloff et al., 1990; Tzagoloff et al., 1993,
Pungartnik et al., 1999). A Cox14p que foi recentemente identificada e caracterizada (Glerum
et a., 1995) tendo sido comprovado a sua interagdo com a proteina Mss51p para garantir a
estabilidade da proteina Cox1p (Barrientos et al., 2004). A Cox15p que faz a hidroxilagdo do
grupo prostético heme O, uma etapa intermediaria na via de sintese do heme A (Glerum et al.,
1997; Barros et al., 2002). A Cox16p (Carlson et d., 2003) com fungdo ainda ndo definida.

Ja a gene Cox17p é uma metalchaperona envolvida no transporte de ions Cu para
dentro da mitocondria (Glerum et al., 1996; Beers et a., 1997; Amaravadi et al., 1997,
Maxfield et al., 2004). A proteina Cox18p que interage com as proteinas Pntlp (He e Fox,
1999; Souza et al., 2000; Saracco e Fox, 2002; Ludewig e Staben, 1994) e Mss2p (Simon et
al., 1995; Saracco e Fox, 2002; Broadley et al., 2001) para exportar a por¢do carboxi terminal
da subunidade Cox2p da matriz mitocondrial para o espaco intermembranar (Souza et al.,
2000; Saracco et Fox. 2002). Também ja identificada e caracterizada a proteina Cox19p
(Nobrega, M et al., 2002) que apresenta consistente evidencias de ser homologa a proteina
Cox17p. A Cox20p uma chaperona especifica que atua no processamento e montagem da
subunidade Cox2p no complexo da citocromo ¢ oxidase (Hell et al., 2000). A Cox23p (Barros
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et al., 2004) também homologada Cox17p (Barroset a., 2004). A proteina  Cox24p
atuando no processamento do gene COX1 (Barros et al., 2006). A proteina Mrslp ou Pet157p
(Johnson e McEwen, 1997) também envolvida no processamento de introns do gene COX1 e
neste processo tem se conhecimento do envolvimento do produto de mais trés genes nucleares
PET54 (Cogtanzo et al., 1986a; Costanzo et a., 1989; Valencik et al., 1989), SUV3 ou LPB2
(Conrad-Webb et al., 1990) e MSS18 (Seraphin et al., 1988). A Msslp ou Pet53 que é uma
GTPase que também age no processamento dos introns do gene COX1 (Decoster et al.,1993;
Colby et al., 1998). Enquanto a proteina Mrs2p atua no transporte de magnésio para
mitocondria similar a0 gene CorA de bactéria e também é essencial no processamento de
introns mitocondriais (Weisenberger et al.,1992; Zsurka et al., 2001). A proteina Mss51p que
€ uma proteina requerida para a regulacdo da expressdo, traducéo e maturacdo do mRNA do
gene COX1. Além de promover a sintese da proteina Cox1p mitocondrial, a proteina Mss51p
também interage com a subunidade recém sintetizada (Decoster et al., 1990; Faye e Simon,
1983; Barrientos et al., 2002; Perez-Martinez et al., 2003; Barrientos et al., 2004). A proteina
Mss116p, uma helicase envolvida no processamento de introns dos genes apocitocromo b e
COX1 (Niemer et al., 1995; Minczuk et al., 2002). JA a Namlp ou Mtf2p esta envolvida no
processamento dos mMRNAS dos genes COB/COX1 e ATP6 (Rodeheffer etala 2001,Bryan et
al., 2002,Rodeheffer eta al 2003) e a proteina Nam2p que € uma Leucina tRNA sintetase
mitocondrial com funcg&o diretamente relacionada ao processamento de introns mitocondriais
do grupo | sendo portanto, indiretamente requerida para a estabilidade do genoma
mitocondrial (Rho e Martinis, S.A., 2000; Herbert et al., 1988a; 1988b). A proteina Oxalp,
uma insertase que atua na exportacdo de proteinas da matriz para a membrana interna
mitocondrial e para o espago intermembranar (Bonnefoy et al., 1994a; Bonnefoy et al., 1994b;
He e Fox, 1997; Sylvestre et al., 2003). A proteina Pet100p que € uma chaperonina que faz a
insercdo do subcomplexo Cox7p-Cox8p-Cox9p na holoenzima COX (Church et al., 1996;
Forshaet al., 2001; Church et al., 2005). A proteina Pet111p atua como ativador especifico de
expressdo da Cox2p (Poutre e Fox, 1987; Green-Willms et al., 2001; Naithani et al., 2003). A
Pet112p envolvida na expressdo de genes mitocondriais e é também é fundamental na
expressao da proteina Cox2p (Mulero et al., 1994). Ja as proteina Pet122p (Ohmen et al.,
1988; Marathe et al., 1999; Costanzo e Fox, 1988; Naithani et al., 2003) e Pet494p (Muller e
Fox, 1984; Costanzo et al., 1986b; Naithani et al., 2003) agem como ativadores traducionais
do gene COX3. As proteinas Petll7p e Pet191p, que sdo requeridas na montagem da
citocromo c oxidase ativa, porém as funcdes especificas ainda ndo foram elucidadas (McEwen
et a., 1993). A Pet309p gque € uma proteina integral da membrana interna mitocondrial que
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também é requerida para a expressdo da Cox1p (Manthey e McEwen, 1995; Manthey et al.,
1998; Naithani et al., 2003) assim como a proteina Shylp (Mashkevich et al., 1997;
Barrientos et al., 2002). A proteina Scolp ou Pet161 envolvida no transporte de ions Cu para
a COX e que também garante a estabilidade das subunidades Cox1p e Cox2p (Schulze e
Rodel, 1988, 1989; Beers et al., 2002; Paret et al., 1999). A Scolp é homologa da proteina
Sco2p codificada pelo gene SCO2 que inicialmente foi identificado como um supressor de
multipla copia de mutantes deficientes respiratérios devido a inatividade de SCO1 (Lode et
al., 2002; Maxfield et al., 2004).

Embora muito se saiba sobre os genes envolvidos para manter o complexo citocromo
oxidase funcional ainda seréo necessarios muitos estudos sobre varios destes genes acima
descritos, quanto a suas funcdes especificas e neste processo varios outros novos genes ainda
poderdo surgir. Um dos principais focos de estudos hoje é como ocorre o controle da
expressao dos genes entre organelas distintas (nlcleo e mitocéndria) envolvidas numa sintese
tdo complexa como esta do complexo da citocromo ¢ oxidase mitocondrial.

1.3 O Fungo Paracoccidioides brasiliensis

O Paracoccidioides brasiliensis € um fungo termo-dimérfico apresentando-se como
micélio em temperatura ambiente (~25 °C) e sob a forma de levedura entre 35 e 37 °C. Este
fungo foi observado pela primeira vez em 1908 por Adolfo Lutz. O fungo apresentando um
formato celular arredondado se reproduzia por brotamento em cortes de tecidos de pacientes
com intensas lesdes orofaringeanas. Apos o isolamento do fungo Lutz também observou seu
crescimento na forma filamentosa em varios meios de cultura a temperatura ambiente (25 °C).
Devido a essa natureza dimorfica, Lutz atribuiu o termo Hifoblastomicose para doencas que
fossem causadas por este microorganismo. Uma descricdo mais detalhada deste fungo e das
particularidades clinicas histopatologicas dessa doenca foi realizada por Afonso Splendore
entre 1909 e 1912, a partir de entdo o fungo ficou conhecido como uma levedura
ascomicotina a qual Splendore chamou de Zymonema brasiliensis. Duas décadas depois,
Floriano Paulo de Almeida caracterizou mais detalhadamente a doenca
Paracoccidioidomicose (PCM) bem com o seu agente etiolégico conhecido hoje como
Paracoccidioides brasiliensis (Lacaz et a., 1991).

Atualmente o Paracoccidioides brasilienss é classificado como um eucarioto

pertencente ao reino Fungi, ao filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina, a classe
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Eurotiomycetes, da ordem Onygenales, familia Onygenales mitospérico, do género
Paracoccidioides e da espécie Paracoccidioides brasiliensis (NCBI-GeneBank 121759).

Embora ainda n&o estgja claramente definido seu habitat natural, acredita-se que o P.
brasiliensis viva em solos Umidos cobertos por vegetais e ricos em proteinas, cuja temperatura
varia de 11 a 30 °C, ndo ocorrendo na bacia amazbnica. O fungo ja foi isolado de solo, de
cascas de arvores, fezes de morcegos e parasitando tatu (Restrepo, 1985).

Estudos citoldgicos de marcagdo fluorescente nuclear indicaram que o genoma deste
fungo varia de aproximadamente 23 a 30 Mb e andlises do caridtipo por eletroforese sugerem
gue ele sgja constituido por quatro (04) a cinco (05) cromossomos com tamanhos variando
entre 2 a 10Mb (Cano et a., 1998; Montoya et al., 1999). Estudos de cari6tipo de uma colecéo
de doze (12) isolados clinicos sugerem que existe isolados hapléides, dipldide (ou
aneuploides), multinucleado e com indicagdo de polimorfismo entre os isolados (Montoya et
al., 1999; Feitosa et al., 2003).

1.4 A Paracoccidioidomicose

A contaminagdo com o P. brasliensis ocorre pela inalagdo de conidios miceliais
encontrados no ambiente e o estabelecimento da doenca ocorre quando o fungo se aloja nos
pulmbes e em temperatura corpérea (37 °C) inicia a transicdo de micélio para a forma
patogénica de levedura (McEwen et al., 1987).

A Paracoccidioidomicose (PCM) € a doenca sistémica cronica restrita a América
Latina entretanto, devido aos fluxos migratorios estédo sendo encontrados casos em outros
continentes (Restrepo e Moreno, 1993). O Brasil, a Argentina, a Venezuela s&o considerados
como areas endémicas da PCM sendo que a maior incidéncia € em trabalhadores rurais do
sexo masculino com faixa etaria entre 30 e 60 anos. Restrepo (1985) observou através de
estudos epidemioldgicos que a PCM é encontrada em regides que possuem invernos curtos e
verdes chuvosos. A PCM é classificada em duas formas clinicas: 1) Cronica ou do “Tipo
Adulto”, produz manifestages que variam muito, mas geralmente os pulmdes sd0 mais
afetados, sendo que aboca freqlientemente apresenta lesdes. 2) Aguda ou do * Tipo Juvenil”,
com manifestacBes clinicas mais grave, aparecendo apenas em 4% dos casos, afetando
criangas de ambos sexos.

A PCM é uma das mais importantes micoses na América Latina. Aproximadamente
dez milhdes de pessoas estdo infectadas sendo que destas, 2% poder&o desenvolver a doenca
(McEwen et al., 1995). Esta micose tem ganhado maior importancia desde que foi reportada
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entre pacientes com AIDS na América Latina (Goldani et al., 1995). Os principais fatores para
0 estabelecimento da PCM parecem estar ligados a idade, o estado emocional, o patriménio
genético e aintegridade da repostaimunoldgica, além das caracteristicas de viruléncia da cepa
infectante. A patogenicidade da cepa infectante parece estar intimamente ligada a transicéo
morfol6gica, desde que linhagens do fungo que sdo incapazes de se transformarem em
levedura ndo sdo virulentas (BorgesWalmsley et al., 2002; Medoff et al., 1987; Rooney;
Klein, 2002; San-Blas e Nind-Vega, 2001). A Transicdo morfoldgica do P. brasiliensis em
contraste a outros fungos dimérficos que depende de estimulos complexos, como por exemplo
em C.albicans (Enerst, 2000), pode ser induzida simplesmente por aumento datemperatura de
incubacéo da cultura de 25 °C para 37 °C, 0 que destaca este fungo como um excelente
modelo para 0 estudo dos processos fisiolégicos que levam a transicdo dimérfica. Estudos
anteriores (Medoff et al., 1987) sugerem que durante a transicdo morfolégica ocorrem
ateracbes fisiologicas mitocondriais como o desacoplamento parcial ou completo da
fosforilagdo oxidativa, auséncia ou baixo consumo de oxigénio e inibicdo da sintese de RNA
e proteinas. Entretanto edes estudos ndo esclarecem se as alteragbes fisioldgicas
mitocondriais ocorrem como um efeito ao aumento da temperatura e da transicdo morfologica
ou seriam estas alteracbes mitocondriais uma das etapas que induziriam a transicdo. A
incidéncia da PCM na puberdade é igual para ambos o0s sexo, contudo na vida adulta, 80%
dos pacientes sdo do sexo masculino com estatisticas apontando uma incidéncia de 13 homens
afetados para cada mulher com idade entre 30 e 50 anos em é&reas endémicas (Bru mMer et
a., 1993). A principal explicacdo para estas estatisticas esta relacionada ao horménio
estrogénico feminino 17-beta-estradiol (E2) (Restrepo et al., 1984). Experimentos in vitro
mostraram que o E2 inibe a transicdo do fungo de micélio para a forma patogénica de
levedura (Restrepo et al., 1984; Salazar et al., 1988). P. brasiliensis possui uma proteina
citosdlica com alta especificidade a este hormonio (Loose et al., 1983). Acredita-se, portanto,
gue o hormdnio atue como ligante competidor desta proteina impedindo-a de se ligar ao seu
receptor especifico de P. brasiliensis. Hipdteses sugerem que esta proteina citosolica sgja
receptora de sinais especificos durante a transicdo de micélio para levedura, uma vez que o
tratamento do fungo como altas doses de 17-beta-estradiol ndo apresentam efeitos na
formacdo de brotos na fase leveduriforme e apenas leves efeitos na transicdo da forma de
levedura para micélio (Restrepo et al., 1984).
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1.5 Sequenciamento De EST s De Paracocidioides brasiliensis

O sequenciamento de etiquetas de genes expressos (ESTS) deste fungo teve inicio em
2001 com o consorcio paulista formado por grupos de pesquisadores das seguintes
Universidades: USP/Ribeirdo; UNIFESP; UMC e UNIVAP. A estratégia deste consorcio foi
construir bibliotecas de ESTs das fases micelial e leveduriforme de P. brasiliensi's em vetor
pCMV.SPORT®6, sendo sequenciado os insertos dos clones por ambas as extremidades. Em
paralelo um outro consorcio, da regido central do Brasil, também construiu suas bibliotecas
em vetor lambda (A)-Zapll. Os resultados obtidos foram 13.490 sequencias de ESTs
depositadas no GenBank do NCBI (Glodman et al., 2003) pelo consorcio paulista e 6.022
sequencias, também de ambas as fases, depositados no GenBank do NCBI pelo consorcio
central (Felipe et a., 2003 e Felipe et al., 2005).

Estudos gendmicos do fungo P. brasiliensis ainda estdo em andamento com apenas
um artigo (Reinoso & al., 2005) na literatura reportando 0 sequenciamento e andlises de sete
clones genbémicos independentes, compreendendo um total de aproximadamente 50kb,
demonstrando aorganizacéo de regides intergénicas e introns de P.brasiliensis.

Entretanto, mais recentemente através de uma iniciativa do FGI - Fungal Genome
Initiative - que € uma parceria entre o Broad Institute e vérias comunidades de pesquisas em
fungos estdo sendo sequienciados e anotados os genomas de trés isolados de Paracoccidioides
brasiliensis (Pb01, Pb03 e Pb18). Embora ainda ndo se tenha nenhuma publicagdo, os dados
destes projetos de sequenciamento de genomas ja estdo publicamente disponiveis para
pesquisas e andlises de comparacdo de  sequéncias  (disponivel  em:

http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides brasiliensissMultiHome.html,

acesso em: 14/01/2009). Ja o genoma mitocondrial de Paracoccidioides brasiliensis do
isolado Pb18 (Project ID: 16676) encontra-se seqienciado e publicado (Cardoso et al., 2007) .
No genoma mitocondrial de P. brasiliensis foi encontrado as trés maiores subunidades do
complexo da citocromo ¢ oxidase Cox1p, Cox2p e Cox3p (Cardoso & al., 2007). A analise de
anotacdo das sequencias ESTs do consorcio central sinaliza que em P. brasiliensis h& sintese
de ATP pelas vias metabdlicas classicas (Felipe et al., 2005).

O objetivo deste trabalho € identificar e caracterizar os genes nucleares de P.
brasiliensis que participam direta ou indiretamente da biosintese do complexo da citocromo ¢
oxidase (COX) mitocondrial. Para isso identificamos os genes in silico, testamos em ensaios

de complementacdo heter6loga em mutantes de Saccaromyces cerevisae e estudamos o
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padréo de expressdo destes genes durante a transicdo morfologica de micélio pala levedura e
de levedura para micélio.
I niciamos uma busca no banco de dados Saccharomyces Genome Database, disponivel

em: http://www-genome.stanford.edu/ e selecionamos quarenta sequéncias de proteinas

envolvidas nesta biosintese do complexo da COX que foram utilizadas como sondas de
identificagdo dos genes agqui estudados. Alem dos genes PbCOX4, PbCOX9, PbCOX12 e
PbCOX16 de estudos anteriores (Bandeira e Nobrega, 2008), identificamos mais quinze(15)
Nnovos genes desta via.

Até o momento, ainda ndo disponibilizamos de uma técnica bem definida para
transformagdo ou indugdo de mutagcdo (pontual ou delecbes) em P. braslienss e a
caracterizagd dos homologos identificados in silico foram realizadas por complementacéo
funcional heter6loga em mutantes de Saccharomyces cerevisiae.

Dos quinze novos genes estudados quatro deles PbCOX6, PbCOX17, PbCOX19 e
PbOXA1 complementam a deficiéncia respiratoria dos respectivos mutantes de S. cerevisiae
enguanto os genes PbCOX11, PbCOX17, PbCOX19 e PbSCO1 sdo capazes de substituir os
homdlogos a funcdo de resisténcia ao peroxido de hidrogénio (H2O,) nos respectivos
mutantes de S cerevisiae.

A primeira iniciativa de utilizacdo desse procedimento (complementacéo heterologa)
para caracterizacdo de genes de P. brasiliensis foi realizada com o estudo da ornitina
descarboxilase (ODC) que complementou com sucesso os transformantes do mutante nulo
odc de S cerevisiae com o gene PbODC de P. brasiliensis (Nifio-Vega et al., 2004). Nesta
época j4 haviamos conseguido com sucesso a complementacdo funcional heterdloga da
capacidade respiratdria do mutante de S. cerevisiae com gene PbCOXO.

A partir de andlises de aproximadamente 12.000 sequiéncias aleatérias P. brasiliensis
(RSTs — “Random Sequence Tags'’) geradas a partir de uma biblioteca gendbmica construida
em nosso laboratdrio, no vetor pUC18, acessamos a estrutura gendmica de seis genes
(PbCOX8, PbCOX11, PbMSS51, PbPET191, PbOXAL e PhSCO1) de P.brasiliensis e a partir
de andlises por hibridizacd em membranas com sondas dos genes da citocromo ¢ oxidase de
P.brasiliensis identificamos clones referentes a maioria dos demais genes em uma biblioteca
gendmica construida em fosmideos.

A andlise da expressdo dos genes estudados neste trabalho foi realizada utilizando-se a
técnica de PCR quantitativo em tempo real. Esta andlise mostra serem estes genes sao
modulados durante a transicdo morfoldgica do fungo, tanto de micélio para levedura quanto
na transi¢ao reversa.


http://www-genome.stanford.edu/
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Nossos resultados estdo contribuindo para avancar o entendimento desta via de sintese
t& complexa e essencial das células eucarioticas utilizando como sistema modelo o fungo P.

brasiliensis em qual até entdo nada havia sido estudado.

1.5 Sider 6feros

O ferro € um nutriente essencial requerido para 0 metabolismo de todos 0s seres vivos,
porém encontra-se na forma de compostos insoltveis (6xidos-hidroxido). Os ions de ferro
Fe3" tém uma solubilidade muito baixa no pH neutro e consegiientemente ndo podem ser
diretamente utilizados pelos microorganismos. Eisendle et al., 2003 diz que o ferro representa
um paradoxo muito significante em biologia, pois este metal é indispensavel em diversos
tipos de cofatores tais como centros de ferro-enxofre de grupo hemes, o que o torna essencial
em processos metabolicos chaves, incluindo a fosforilacdo oxidativa. Além de sua utilidade
vital este metal também pode atuar na oxidagdo deletéria de biomoléculas via “Haber-
WeissFenton chemistry” (Halliwell e Gutteridge 1984) e, portanto, a concentracéo
intracelular e nos fluidos biol6gicos de ferro deve ser altamente regulada e este controle é
basicamente realizado em nivel de captacéo e estocagem intracelular do metal (Haas, 2003).
Desta forma fungos e bactérias foram obrigados a desenvolver um mecanismo altamente
especializado para a mobilizagdo de ferro e sobreviverem a bioindisponibilidade deste metal
(Guerinot, 1994; Leong e Winkelmann, 1998) na natureza. Em baixas concentracdes de ferro
estes microorganismos sintetizam e secretam compostos de baixo peso molecular, que atuam
como quelantes especificos de ferro chamados de siderdferos (Neilands, 1981).
Subsequientemente as células recuperam o ferro do complexo Ferri-sideréfero via um sistema
também altamente especializado (Winkelmann, 2002; Hissen et al., 2004). Além de agentes
sequiestradores muitos fungos possuem siderdferos intracelulares que atuam com um
compartimento de esoque de ferro (Matzanke et al., 1987).

A aquisicdo de ferro também é reconhecidamente um fator muito importante no
processo de infecgdo por qualquer patdgeno humano desde que este metal é rapidamente
sequiestrado por proteinas com alta afinidade por ferro tais como a ferritina (Weinberg, 1999;
Hissen et al., 2004) e por isso, os sideréferos frequentemente tém sido reconhecidos também
como fatores de viruléncia. Este fato é corroborado pelos relatos de que o transporte de
sideroferos € requerido no processo especifico de infecgdo, denominado “invasdo epitelial e
penetracdo por Candida albicans’ (Heymann et al., 2002; Hu et al., 2002). Considerando que
as vias biosintéticas de sideroferos sdo ausentes em células humanas, as vias de biosintese de
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sider6feros em organismos patogénicos representam fortes candidatos a alvos de agentes
guimioterdpicos (Eisendle et al., 2003). O potencial uso de drogas conjugadas a sider6feros no
processo de entrega de antibidticos a organismos especificos também tem sido relatado
(Roosenberg et al., 2000).

“Como um organismo modelo é uma frustracdo o fato de que Saccharomyces
cerevisiae ndo seja capaz de sintetizar nenhuma espécie de sideréferos embora este organismo
sgja altamente eficiente em captar e utilizar estes compostos (xenosideréferos) produzidos por
outras espécies’ (Lesuisse et al., 1998).

1.7 A Biosintese De Sider 6fer os

Os sideroferos podem ser divididos em trés grupos distintos dependendo de sua
composi¢do quimica (catecols, carboxilatos e hidroxamatos) e com excegao do tipo caboxilato
produzido por zigomicetos, a maioria dos fungos produz sideroferos do tipo hidroxamato
(Van der Helm e Reissbrodt et al., 1994). O fato de S. cerevisiae ndo produzir sideréferos
pode em parte explicar o porqué embora a captacdo e a utilizagdo de ferro via sideroferos seja
bem conhecida, a biosintese destes compostos em nivel molecular ainda esteja em estados
iniciais (Haas, 2003). Plattner e Diekmann (1994) descrevem de maneira geral a via de
biosintese de sideréferos do tipo hidroxamato em fungos. De acordo com estes autores o
primeiro estégio de comprometimento na via de biosintese de sideroferos € a N5-hidroxilacéo
da ornitina, que é catalisada pela ornitina N5-oxigenase gerando a N5-hidroxiornitina e a
formacdo do grupo hidroxamato é conduzida pela transferéncia de um grupo acil de um
derivado de Acil-CoA para a Nb5-hidroxiornitina. Adicionalmente alguns sideroferos
requerem uma acetilagdo no grupamento amino_NH2 do hidroxamato, como no caso do
coprogen e do triacethylfusarinine C e esta etapa ainda ndo foi geneticamente caracterizada
(Plattner e Diekmann, 1994). A ligac&o de grupos hidroxamatos como no caso dos sideréferos
do tipo ferrichrome e a incorporacdo adicional de aminoécidos sdo realizadas por enzimas do
tipo “nonribosomal peptide synthetases’ (NRPSs).

Os sideroferos desta classe freglientemente possuem uma estrutura ciclica e/ou
ramificada, contém aminoacidos ndo-proteinogénicos incluindo D-aminoécidos. Carregam
modificagbes como grupos N-methyl e N-formyl, ou sdo glicosilados, acilados, halogenados,
ou hidroxilados. As vezes so dimeros ou trimeros de subunidades idénticas. As proteinas do
tipo NRPS constituem uma espécie de enzimas com uma constituicdo modular capaz de
montar compostos a partir de uma consideravel variedade de precursores tanto



31

proteinogénicos como ndo proteinogéncos. Cada médulo consiste em diversos dominios com
fungdes definidas como dominio de adenilagdo, dominio de condensacdo e um dominio
carregador de peptideos, que normalmente sdo separados por regides espacadoras curtas de
aproximadamente 15 aminoécidos (Kleinkauf e Von Dohen, 1996; Weber e Marahiel, 2001).

A primeira ornitina N5-oxigenase caracterizada em fungos foi a ornitina N5-oxigenase
de Ustilago maydis (Mei et al., 1993) que é codificada pelo gene SID1 (Haas, 2003).
Subsequentemente em 2003, uma ortologa de ornitina N5-oxigenase (SIDA) foi caracterizada
em Aspergillus nidulans (Eisendle et al., 2003). A expressdo de SID1 (U. maydis) e SIDA
(A.nidulans) é reprimida em altas concentracfes de ferro e a delegdo destes genes leva ao
bloqueio da sintese de todos os sideréferos do tipo hidroxamatos nestes fungos (Haas, 2003).
Uma N5-hidroxiornitina: acetil-CoA-N5-transacetilase também ja foi identificada em
Ustilago sphaerogena (Neilands et al., 1987) e em Rhodotorula pilimanae (Ong e Emery,
1972) e proteinas NRPS ja foram caracterizadas em U. maydis (Yuan et al., 2001) sendo
codificada pelo gene SID2 e em A. nidulans (Oberegger et al., 2002) pelos genes SIDC e
SIDB. Além de genes estruturais atuantes na sintese de sideréferos, varios outros genes tém
sido caracterizados como transportadores ou como ativadores e repressores responsivos de
ferro na sintese destes compostos (Haas, 2003).

Considerando a importancia dos sideréferos tanto na sobrevivéncia, como no processo
de infeccdo e estabelecimento de patogenicidade de fungos em hospedeiros humanos estamos
apresentando 0s resultados iniciais obtidos na identificacdo e caracterizagdo bioquimica e
biosintese destes compostos em Paracoccidioides brasiliensis.



32

20BJETIVOS

2.1 ldentificar nos bancos de sequiéncias ESTs e genomicas gque foram gerados nos projetos de
sequienciamento de Paracoccidioides brasiliensis seqiiéncias homologas aos polipeptideos de
levedura Saccharomyces cerevisae envolvidos na biogénese da citocromo ¢ oxidase

mitocondrial;

2.2 Selecionar os clones com insertos de sequéncias de P. brasilienss que apresentem
similaridade significativa dentro dos valores de E-value < 10° estabelecido para

sequienciamento completo do inserto seguindo de depdsito dos dados no GenBank/NCBI;

2.3 Estudar a estrutura genomica destes genes verificando a existéncia e localizagdo de

introns;

2.4 Verificar o padréo de expressao destes genes de Paracoccidioides brasiliensis nas fases
micélio e levedura e durante atransicdo dimorfica induzida por temperatura;

2.5 Veificar a capacidade de restaurar a atividade da citocromo oxidase por meio da
complementacdo funcional heteréloga em mutantes Saccharomyces cerevisiae,

2.6 Verificar a presenca de sideroferos em sobrenadantes de cultura de Paracoccidioides

bradslienss.



3MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens De Leveduras E Bactérias

As linhagens de E. coli e as linhagens de levedura utilizadas neste trabalho estéo
listadas nastabelas 1 e 2.

TABELA 1: Cepasde Escherichia coli

Linhagem Gendtipo
DH;oB ** F merA A(mrr-hsdRMS-merBC) ¢80dlacZAM15 AlacX74 deoR
recAl endAl oraD139 A(ora, leu) 7697 galU galK A" rpsL
nupG
SOLR™ ® el4—(McrA-) .(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 sbcC recB recd uvrC

umuC::Tn5 (Kanr) lac gyrA96 relAl thi-1 endA1 AR [F’ proAB
laclgZ.M15] Su— (nonsuppressing)

XL1-Blue MRF™ A.(merA)183 .(mer CB-hsdSMIR-mrr) 173 endAl supE44 thi-1
recAl gyrA96 relAl lac [F" proAB laclqZ.M15 Tn10 (Tetr)]

Referéncias

1-GRANT et al., 1990

2-AUSUBEL et al; 1995
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TABELA 2: Linhagens De Saccharomyces cerevisiae

Linhagem Genotipo Referéncia
W303 MAT a/a ade2-1, trpl-1, his3-115, ura3-1|ROTHSTEIN, R,

leu2-3, 112, o', can® Columbia University
W303-1A MAT a, ade2-1, trpl-1, his3-115, ura3-1, leu2- | ROTHSTEIN, R.,

3,112, p", can® Columbia University
W303-1B MAT «, ade2-1, trpl-1, his3-115, ura3-1,|ROTHSTEIN, R,

leu2-3, 112, o', can® Columbia University
CB11 MATa adel o° TZAGOLOFF et al., 1975
KL14 MAT« hisl, trip2 p° TZAGOLOFF et al., 1975
BY4741Acox5a/MHLU | MATa, his3, leu2, met15, ura3, | EUROFAN

cox5A::KanXM4, p'

W3034cox6:: URA

MATa, ade?-1 his3-11,15
ura3-1, p' cox6::URA-3

leu2-3,112 trp-1

TZAGOLOFF, A,
DIECKMANN, C.L.,1990

W3034cox11::HIS

MATa, ade?-1 his3-11,15
ura3-1, p', cox11::HIS-3

leu2-3,112 trp-1

TZAGOLOFF, A;
Columbia University

W3034cox15::HIS

MATa, ade?-1 his3-11,15
ura3-1, p', cox15::HIS-3

leu2-3,112 trp-1

TZAGOLOFF, A;
Columbia University

W3034cox17:: TRIP

MATa, ade?-1 his3-11,15
ura3-1, p', cox17:: TRIP-1

leu2-3,112 trp-1

TZAGOLOFF, A,
DIECKMANN, C.L.,1990

W3034cox19::HIS

MATa, ade?-1 his3-11,15
ura3-1, p' cox19::HIS-3

leu2-3,112 trp-1

TZAGOLOFF, A,
DIECKMANN, C.L.,1990

W3034cox19::LEU

MAT¢, ade?-1 his3-11,15
ura3-1, p', cox19::LEU-2

leu2-3,112 trp-1

TZAGOLOFF, A,
DIECKMANN, C.L.,1990

BY4741Acox23/MHLU

MATa, his3, leu2,
cox23::KanXM4, p*

metl15, ura3,

EUROFAN

W3034pet100::HIS

MATa, ade2—1 his3-11,15
ura3-1, p* pet100::HIS3

leu2-3,112 trp-1

TZAGOLOFF, A,
DIECKMANN, C.L.,1990

BY4741Apet112/MHLU

MATa, his3, leu2,
pet112::KanXM4, g ou p°

metl15, ura3,

EUROFAN

W3034oxal::HIS

MATa, ade?-1 his3-11,15
ura3-1, p" oxal::HIS-3

leu2-3,112 trp-1

TZAGOLOFF, A;
Columbia University

BY4741Amss51/MHLU

MATa, his3, leu2,
mss51::KanXM4, p ou p°

metl15, ura3,

EUROFAN

W3034scol::URA

MATa, ade?-1 his3-11,15
ura3-1, p" scoll::URA-3

leu2-3,112 trp-1

TZAGOLOFF, A;
Columbia University
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3.2Meios De Cultura Para Bactéria

Meio LB (Luria-Bertani): 1% Triptona, 0,5% Extrato de Levedura; 0,5% NaCl e 0,1%
Dextrose pH 7,0

Meio LA (meio Luria-Bertani com adicdo de antibiético ampicilina): 1% Triptona; 0,5%
Extrato de Levedura; 0,5% NaCl e 0,1% Dextrose pH 7,0 ; ampicilina 50mg/mL

3.3Meio deCultura paraLevedura

Meio WO (meio minimo sem aminoacidos): 0,17% YNB (Yeast Nitrogen Base) sem

aminoécido; 0,5% Sulfato de Amonio; 2% Dextrose.

Meio EG (meio completo com fonte de carbono: Etanol + Glicerol): 1% Y (Extrato de
Levedura); 2% P (Peptona); 2% G (Glicerol); 2% E (Etanol)

Meio YPD (meio completo com dextrose): 1% Y (Extrato de Levedura); 2% P (Peptona);
2% D (Dextrose)

3.4 Oligo-Inicidores Utilizados Para Sequienciamento

Para o sequienciamento dos insertos dos clones originados das bibliotecas de ESTs —Expressed
Sequence Tags, construida no vetor pCMV.SPORT6 (Invitrogen) foram utilizados os
seguintes iniciadores:
(99F) 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’
(100R) 5-ATTTAGGTGACACTATAG-3
(140)5 —TTTTTTTTTTTTTTITTITTITTITITT-3
(78SS) 5 — GTAAAACGACGGCCAGT-3
(79SR)5’ — CAGGAAACAGCTATGAC-3.

Para o sequenciamento dos clones originarios das bibliotecas construidas no vertor Lambda

ZAPIl (Stratagene), utilizou-se os iniciadores:
(99F) 5 — TAATACGACTCACTATAGGG-3
(128T3) 5 —ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3



36

Para certificacdo das construgdes feitas com vetores pMGL3 e pMGL4 foi utilizado o
iniciador (386) 5 —-CAATATTTCAAGCTATAC-3.

Para 0 sequenciamento dos clones gerados pela técnica de inser¢do de transposon foram
utilizados os iniciadores:
(492) 5'-ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC-3
(493)5’'-GCAATGTAACATCAGAGAATTTTGAG-3

3.5 Reacéo de PCR (Reacéo em Cadeia de Polimerase) de Sequienciamento

A reacdo de amplificagdo contém um volume final de 10 pL com aproximadamente 20
nanogramas de DNA molde, 3 a 6 picomoles de oligo-iniciador, 40 mM Tris pH9,0, 1 mM
MgCl, e 2 pL da mistura comercial “ABI PRISM Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit (Applied Biosystems — PERKIN-ELMER)”, um kit que retine a Ampli ®
tag DNA polymerase Fs, 0s nucleotideos e os dideoxi terminadores (A- dRGG , C — dROX ;
G —Drl110 E t dTAMRA), ou DYEnamic ET terminator cycle sequencing Kit (Amersham
Pharmacia Biotech Inc.). As amplificaces foram realizadas no termociclador PCR PTC —100
™ Proga mMable Thermal Controler (MJ Research, Inc) sendo programado de acordo com as
necessidades, como temperatura de desnaturacdo dos oligos-iniciadores, tamanho do
fragmento de DNA a ser sequenciado etc. ApOs a reacdo de amplificacdo o DNA é
precipitado adicionando-se 5 pL da solugdo NG (Glicogénio 1 mg/mL dissolvidos em 5M
NH4O0ACc) e 50 uL de etanol 100%. A mistura é incubada por no minimo 30 minutos a—80 °C.
ApOs o periodo de incubacdo centrifuga-se a mistura por 30 minutos 40000 rpm a 4 °C e
despreza-se 0 sobrenadante. O DNA precipitado é lavado duas vezes com 110 pL de etanol-
80% centrifugando-se por 15 minutos 4000 rpm a 4 °C cada. Secado a vacuo e submetido ao

sequenciamento.

3.6 Sequenciamento

O seqguienciador utilizado € 0 3100 Genetic Analyzer — Applied Biosystems/HITACHI,
com capacidade para seqienciamento de 96 amostras simultaneamente. O método de
sequienciamento utilizado € o resultado de um aperfeicoamento do método original de Sanger
gue consiste em submeter amostras de pDNA a um processo de PCR linear utilizando-se além
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dos quatro deoxinucleotideos trifosfato (ANTPs), os dideoxi fluorescentes especificos “Dye
Terminators’. Apos a reacdo de PCR e purificagdo do DNA amplificado este € diluido em
formamida e as amostras sdo carregadas no aparelho sequienciador. No eletroferograma temos
a fluorescéncia verde como indicativa da base nitrogenada Adenina, a vermelha para Citosina,
azul para Guanina e preta para Timina.

3.6.1 Andlise dos Cromatogramas de Sequienciamento

Os cromatogramas obtidos por sequenciamento foram analisados utilizando-se a
ferramenta SegManl| do programa DNASTAR- Lasergene.

Alternativamente também se utilizou a ferramenta phred com o parametro de
gualidade 20. Os arquivos no formato FASTA foram avaliados através de um programa de
computador “script” que separa as sequéncias FASTASs de melhor qualidade e maior tamanho
de pares de base (bp). Para o agrupamento das sequiéncias utilizou-se o programa CAP3.

3.7 Identificacdo da Fase Aberta de Leitura (“ ORF - Open Reading Frame™)

As seqguiéncias consensos no formato FASTA foram analisada quanto a presenca de
fase aberta de leitura utilizando-se a ferramenta ORFFinder (Open Reading Frame Finder) do
NCBI  (Nacional Center for  Biotechnology information)  disponivel  em:

http://www.nchi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html.

3.8 Andlises das Sequéncias das Proteinas de Paracoccidioides brasiliensis

Multiplo alinhamento com as proteinas homdlogas foram gerados pelo programa
Clustal/W, disponivel em: http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/multi-align/multi-align.html.

Utilizando o] programa Box Shade disponivel em:

http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html, os residuos idénticos foram pintados em

preto e os residuos com propriedades quimicas semelhantes foram pintados em cinza
Predicdes de peso molecular e das caracteristicas dos aminoacidos das novas proteinas de P.
brasiliensis foram determinadas através da ferramenta EditSeq do programa DNASTAR-
Lasergene. Predicdo de dominios caracteristicos de regides transmembrana foi realizada
utilizando-se a ferramenta TMH MM  Server v.2.0, disponivel em:
http://www.cbs.dtu.dk/services TMH MM/.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html
http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/multi-align/multi-align.html
http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
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3.9 Excisdo das ORFs

ApoOs a localizagdo da Fase aberta de leitura na sequiéncia consenso de interesse esta €
submetida & andlise quanto a presenca de sitios de reconhecimento de enzimas de restri¢éo,
utilizando-se o programa NEBcutter V2.0 disponivel na pagina da New England Biolabs Inc.

(www.neb.com). Quando presentes os sitios das enzimas apropriadas que excisdo a fase

aberta de leitura direcionada para a ligacdo do vetor de expressdo especifico estes sdo
confirmados com uma digestdo analitica seguida de andlise em gel 1% agarose. Apols a
confirmacdo segue-se a digestdo preparativa e o fragmento de interesse € isolado por
eletroforese preparativa em gel 1% agarose e extraido do gel por eletroeluicdo. Neste processo
as bandas de DNA desgjadas sdo recortadas do gel com estilete e colocadas em sacos de
didlise contendo tampdo de TBE 1:10 (8 mM Tris, 11,3 mM é&cido borico e 0,25 mM
EDTA, pH entre 8,0 a8,3) 0 mesmo tampao € usado na cuba de eletroforese. Liga-se a cuba a
uma fonte de eletricidade (Power PAC3000, da BioRad) e deixa-se por 5 minutos a 500V. O
DNA eletroluido da agarose fica em solucéo no tampdo, dentro do saco de didlise. Esta
solucéo contendo o DNA é recolhida e a esta solugdo (~400 uL) adiciona-se 1/20 do volume
de 1IMTris pH8,0 e fenol em volume igual ao volume total. A mistura € vigorosamente
homogeneizada em aparelho de vortex e centrifugada por 10 minutos. A fase aguosa é
transferida para novos tubos eppendorf e uma nova extragdo é feita com o0 mesmo volume de
éter. A fase aguosa adiciona-se 1/20 do volume de 5M NaCl e 2,5 vezes o volume total de
etanol 100%. A mistura é incubada a —80 °C por no minimo 15 minutos. Apds o periodo de
incubacéo centrifugarse por 10 minutos a 13000 rpm e aspirase 0 sSobrenadante. O
precipitado de DNA é lavado duas vezes com etanol 80%, O precipitado de DNA € secado a
vécuo (VR-I Heteorac, da Heto) e ressuspendido em 10 mM Tris, 1 mM EDTA pH7,5.

Quando ndo existe a presenca de sitios de restricdo apropriados faz-se necessario a
sintese de oligos-iniciadores especificos.

3.10 Preparacéo do Vetor de Expressio

O plasmideo selecionado para 0 estudo de expressdo € digerido com as enzimas
cuidadosamente escolhidas para cada caso. Ap0s digestdo enzimética preparativa, adiciona-se
a reacdo a enzima CIP-Calf Intestine Phosphatase para desfosforilagdo das extremidades 5’


http://www.neb.com/
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do plasmideo. O DNA plasmidial aberto € isolado por eletroforese em gel 1% agarose e
recuperado do gel por eetroeluicdo, purificado por extracdo com fenol e éter e precipitado
com etanol.

3.11 Ligacgdo do Fragmento de DNA ao vetor

A ligacdo do fragmento de DNA de interesse a0 vetor apropriado é realizada
utilizando-se o Kit de ligagdo Fast Link™ DNA Ligation Kit em um volume final de 15 pL
seguindo as instrugdes do fabricante (EPICENTRE TECHNOLOGIES). Utiliza-se 5 pL da
mistura da ligac&o para a transformac&o em E. coli DH;0B (célula competente, preparada pelo
método quimico com CaCl,) por chogue térmico. Os pDNASs dos transformantes de E. coli
sd0 extraidos por minipreparagdes (mini-prep) e analisados com as enzimas de restricdo
apropriadas ou por sequenciamento.

3.12 Reacao de I nserc¢do de Transposon

Para Inser¢do de Transposon utilizou-se o0 Kit EZ::TN™ < KAN-2 > Insertion Kit
[EZ::TN™ Transposase eZ:TN™ Transposon eZ:TN™ 10X Reaction Buffer eZ:TN™10X
Stop Solution e os primers KAN-2 FP-1 Forward e KAN-2 RP-1 Reverse] seguindo as
instrucdes do fabricante (EPICENTRE Technologies).

3.13 Preparo de Célula Competente de E.coli pelo méodo quimico

Um in6culo de células de Escherichia coli é feito em 50 mL do meio LB e incubado
sob agitagdo de 220 rpm no “Shaker” New Brunswick Scientific a 37 °C por
aproximadamente 1 hora. O crescimento é monitorado por densidade Optica através do
aparelho nefelémetro Kllet até que a leitura atinja o ponto 100 de escala do aparelho o que
caracteriza o crescimento em fase exponencial. Transfere-se a cultura para um tubo conico
Corning de 50 mL, centrifuga-se na SORVALL RC-5B, rotor AS-600 por 10 minutos a 5000
rpm a 4 °C. Despreza-se 0 sobrenadante e faz-se uma lavagem das células com 15 mL de 10
mM CaCl,, 10 mM Tris pH8,0 centrifugando-se por 10 minutos a 5000 rpm a4 °C. Despreza-
se 0 sobre e ressuspende-se as células em 15 mL de 50 mM CaCl,, 10 mM Tris pH8,0 e
incuba-se a células em suspensdo no gelo por 30 minutos. Centrifuga-se novamente por 10
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minutos a 5000 rpm a 4 °C e resuspende-se as células competentes em 3 mL de 50 mM
CaCl,, 10 mM Tris pH8,0.

3.14 Transformacdo Bacteriana por choque térmico

Em volume de 200 pL de células competente, adiciona-se 5 pL da mistura de ligagéo
em e incuba-se no gelo por 15 minutos. Submete-se a um chogue térmico a 42 °C por 2
minutos e incuba-se no gelo por 1 minuto. As células sdo transferidas para um tubo conico
Corning 15 mL contendo 3,0 mL de LB. Incuba-se sob agitagdo de 220 rpm por 1 hora a 37
°C. ApoOs este periodo de incubac&o centrifuga-se a mistura contendo as células despreza-se
parte do sobrenadante. As células sGo novamente resuspendidas e plagueadas em meios

contendo um agente apropriado para selecéo dos transformantes.

3.14.1 M étodo Seletivo de Clones

Os clones transformantes sdo coletados com o auxilio de palitos de dentes esterilizados
e transferidos de maneira ordenada para nova placa de meio apropriado e incubados em estufa
37° C por aproximadamente 15 horas. Dos clones crescidos extrai-se 0 DNA plasmidial
(PDNA) que é analisado em gel analitico 1% agarose e selecionados por digestdo enzimatica

com as enzimas apropriadas ou por seqiienciamento.

3.15 Extracdo de pDNA de Bactéria [método alcalino]

Com auxilio de palito de dente de ponta chata coleta-se uma amostra dos clones
crescidos em placa contendo meio apropriado que € transferida para um tubo Eppendorf
contendo 0,1 mL de (50 mM glicose; 10 mM EDTA; 25 mM Tris pH8,0; 2 mg/mL
“lysozyme” e 0,33 mg/mL RNAase). Adiciona-se 0,1 mL de (0,2N NaOH; 1% SDS).
Mistura-se gentilmente por inversdo e incuba-se por 3 minutos a temperatura ambiente.
Adiciona-se 0,1 mL de 3M NaOAc pH4,8 e incuba-se no gelo por 5 minutos. Apos periodo de
incubacdo, centrifuga-se por 5 minutos, 13000 rpm e coleta-se 0 sobrenadante em tubo
Eppendorf novo (-250 pL). Adiciona-se 0,7 mL de 100% etanol e incuba-se a—80 °C por 20
minutos. Centrifuga-se por 5 minutos a 13000 rpm e despreza-se 0 sobrenadante. O pDNA
precipitado € lavado duas vezes com 0,3 mL de 80% Etanol/EDTA, centrifugando-se 5
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minutos 13000 rpm cada. Seca-se 0 precipitado a vacuo e ressuspende-se 0 pDNA em 10
mM TrispH8,0; 1 mM EDTA.

3.16 Gel de Agarose para Eletroforese

Para a eletroforese, utiliza-se gel 1% agarose. Utilizamos 0,4 g de agarose em 40 mL
de TBE (80 M Tris, 113 mM &cido bérico, 2,5 mM EDTA, pH8,0). A mistura é aquecida no
aparelho de microondas até completa solubilizacgo da agarose. Adiciona-se 1 uL de Brometo
de etidio (1 mg/mL) e despeja-se a solucdo de gel numa cuba apropriada contendo um pente
apropriado para polimerizagdo. Apds a polimerizagdo a cuba com o gel é transferida para a
cuba de eletroforese. O tampdo de eletroforese utilizado é o mesmo utilizado para a
preparacéo do gel (TBE). A eletroforese ocorre em 150 V por aproximadamente 30 minutos.

Apbs a corrida o gel é transferido para o transluminador onde o DNA pode ser
observado e fotografado sob excitagéo de luz UV.

3.17 Transfor magéo de L evedura pelo método de LiOAc

Um in6culo de levedura é feito em 10 mL de meio YPD utilizando-se um erlenmeyer
de 50 mL e incubado por 24 horas, sob agitacéo de 220 rpm a 30 °C no incubador C24 Classic
Benchtop Incubator Shaker da New Brunswick Scientific. Apos periodo de incubagdo cerca
de 200ul da cultura ¢ transferida para um novo erlenmeyer de 50 mL contendo 10 mL de YPD
e incuba-se novamente sob agitacdo de 220 rpm a 30 °C por 4 horas. A cultura de céulas €
transferida para um tubo Corning de 15 mL e precipitada por centrifugacdo na centrifuga
SORVALL (RC-5B, rotor SA-600) por 10 minutos a 5000 rpm a 20 °C. O sobrenadante €
desprezado e as células sdo ressuspendidas em 1,0 mL de TEL (10 mM Tris pH 7,5; 0,1M
LiOAc; 1 mM EDTA), homogeneizando-se sempre gentilmente. As células sdo transferidas
para um tubo Eppendorf de 1,5 mL. Centrifuga-se por 2 minutos na microcentrifuga
(Spectrofuge 16M da National Labnet Co). O sobrenadante é desprezado e as células séo
novamente ressuspendidas em 100 uL de TEL, homogeneizando gentilmente com a pipeta
Incuba-se por 5 minutos a temperatura ambiente e adiciona-se 5 pL de “carrier” DNA de
salméo da Sigma, na concentracdo (8 mg/mL) e 2 ul. a 3 uL do pDNA desejado. Deixa-se 10
minutos a temperatura ambiente e adiciona-se 0,8 mL de PEG 40% (PEG-3640 em TEL),
homogeneizando-se por inversdo. Incuba-se por 15 minutos a temperatura ambiente, sem
agitacdo. As células sdo transferidas para um choque térmico a 42 °C por 12 minutos.
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Centrifuga-se por 5 minutos na microcentrifuga e remove-se 0 sobrenadante. As células sdo
lavadas em 0,5 mL de TE (10 mM TrispH 7,51 mM EDTA) centrifugando-se por 2
minutos. O sobrenadante € removido com a pipeta e as células sdo ressuspendidas em 150 uL
de TE. Em seguida séo plagueadas em meio seletivo.

3.18 Extracdo de pDNA de Levedura [modificado por Alex Tzagoloff Columbia

University]

Um in6culo das células do clone transformante crescido em placa de EG é coletado e
transferido para um tubo Eppendorf contendo 0,5 mL de H20dd (destilada e deionizada). As
células sdo precipitadas centrifugando-se por 1minuto a 13000 rpm. O sobrenadante é
descartado e as células sdo lavadas com 0,3 mL de 1,2 M Sorbitol centrifuga-se por 5 minutos
a 13000 rpm. As células sdo ressuspendidas em 0,2 mL de solucdo de Zymolyase (1,2M
sorbitol; 0,1 M Citrato pH 7,0; 60 mM EDTA; 0,4 M B- mercapto /Etanol (v/v) e 1 mg/mL
Zymolyase) e incubadas por aproximadamente 25 minutos a 37 °C. Apds o periodo de
incubacéo a 37 °C, transfere-se o protoplasto para o gelo e adiciona-se 0,2 mL de 1,2 M
Sorbitol. Centrifuga-se por 5 minutos a 13000 rpm e desprezase 0 sobrenadante. O
protoplasto € lavado duas vezes com 0,3 mL de 1,2M sorbitol centrifugando-se por 5 minutos
a 13000 rpm cada. Apés a lavagem, ressuspende-se o protoplasto em 0,1 mL de (50 mM
glicose; 25 mM TrispH 8,0; 10 mM EDTA e 250 pug/mL RNAse). Adiciona-se 0,2 mL de
(0,2 N NaOH; 1% SDS) agitando-se gentilmente por inversdo e deixa-se por 5 minutos a
temperatura ambiente. Adiciona-se 150 uL de 3M NaOAc pH 4,8 e incuba-se no gelo por
mais 10 minutos. Centrifuga-se por 5 minutos a 13000 rpm e coleta-se 0 sobrenadante em um
tubo eppendorf novo (~200 pL). O pDNA é precipitado adicionando-se 1 mL de 100% etanol
e incubando-se a—80 °C por 15 minutos seguido de centrifugacdo por 5 minutos a 13000 rpm.
O sobrenadante é desprezado e o precipitado de pDNA é ressuspendido em 0,3 mL de 2 M
NH4OAc. Em seguida adiciona-se 1 mL de 100% de Etanol e incuba-se a —-80 °C por 15
minutos. O pDNA ¢é precipitado centrifugando-se por 15 minutos a 13000 rpm. O
sobrenadante é desprezado e o precipitado de pDNA é lavado duas vezes com 80%
Etanol/EDTA centrifugando-se por 5 minutos a 13000 rpm, cada. O pDNA é secado a vacuo
e redissolvido em 20 pL de H20dd. Utiliza-se 10 pL paratransformacéo em E.coli.
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3.19 Extracdo de RNA total de Paracoccidioides brasiliensis[método adaptado por
Nobrega, M]

Aproximadamente 5 gramas de células foram rompidas por maceragdo em nitrogénio
liquido e imediatamente misturada com 20 mL de STE (20 mM TrispH 7,5; 1 mM EDTA,;
0,2% SDS) e o mesmo volume de PCI (fenol:cloroférmio: dcool isoamilico 25:24:01). A
mistura foi homogeneizada com 2 pulsos de 15 segundos em um homogeneizador Heavy
Duty Laboratory Blender (WARING LABORATORIES & SCIENCE) e em seguida
centrifugada por 10 minutos a 6000 rpm em temperaturade 4 °C. A fase aguosa foi coletada e
submetida a duas extragdes com 20 mL PCl e uma terceira extragao foi realizada com 20 mL
de cloroférmio. O RNA foi precipitado com adicdo de 1:20 volumes de 5 M NaCl e 2.5
volumes de 100% etanol e incubagdo a -80 °C por 30 minutos. O RNA foi coletado por
centrifugagcdo por 10 minutos a 6000 rpm a 4 °C e lavado duas vezes com 80% etanol. O
precipitado foi secado a vécuo e redisolvido em 3 mL de TE (10 mM TrispH 7,5; 1 mM
EDTA). Para verificar a integridade do RNA aproximadamente 5 uL do RNA tota foi
analisado em gel 1% agarose, corado com brometo de etideo e visualizado sob luz UV.
Tratamento com DNasel-RNase-free (Ambion) foi feito em aliquotas de 100 pL de acordo
com o protocolo do fabricante. A auséncia de DNA contaminante foi verificada por reagéo de
PCR através de testes de amplificagdo do gene PbGP43 de P. brasiliensis (Cisalpino et al.,
1996) utilizando os oligos nucleotideos senso 5'-TTCGAAGCAGGCGGGA e anti-senso 5'-
TCGATAGTATATGCTCACTTT. O oligo-nucleotideo anti-senso alinha com a regido
intrénica do gene PbGP43.

3.20 Reacdo de PCR em tempo real (RT-gPCR)

A abundancia dos transcritos dos genes de P. brasiliensis foi medida por reacéo de
PCR em tempo rea utilizando tanto a tecnologia TagMan (Applied Biosystems) quanto a de
SYBR green (Invitrogen) para quantificar a expressao dos genes pelo método 2°°< (Livak e
Schmittgen 2001). Os oligos nucleotideos e as sondas para cada gene alvo foram desenhados
e sintetizados pelo sistema Assay-by-Design™ solfware (Applied Biosystems) enquanto que
os oligos nucleotideos para a amplificagdo do gene Pbel F3 (Nunes et a., 2005) utilizado como
controle enddgeno foi feita através do sistema Custom TagMan® MGB™ Probe (esta forma
de sintese de oligos iniciadores foi utilizada quando se utilizou a tecnologia TagMan). Para 0s
oligos iniciadores utilizados com a tecnologia SYBR Green utilizou-se o ferramenta



“PrimerQuest” da empresa Integrated DNA Technologies (idtdna) disponivel no endereco
eletronico http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/Primerquest/. O RNA tota do fungo

P. brasiliensis foi extraido em seis pontos (0, 5, 10, 24, 48 e 120 horas) durante a transi¢éo
dimérfica induzida por mudanca de temperatura de 25 °C (forma de micélio) para 37 °C
(forma de levedura) e natransicdo contréria. A transcricéo reversa foi realizada com 5 ug de
RNA total utilizando-se o conjunto de reagentes High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied
Biosystems) de acordo com as instrugdes do fabricante. A reagdo de PCR em tempo real foi
realizada com o aparelho de PCR em tempo real ABI Prism 7300 sequence detection system
(Perkin-Elmer Applied Biosystems). As condi¢bes de termociclagem compreenderam um
estagio inicial de 50 °C por 2 minutos seguidos de 10 minutos a 95 °C mais 40 ciclos de 15
segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C. Quando utilizamos a tecnologia SYBR Green, as
reagbes seguiram as instrugdes do fabricante utilizando as condigbes de termociclagem
recomendadas para os instrumentos ABI.


http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/Primerquest/
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TABELA 3: Lista de Primerse Probes para PCR em Tempo Real (RTgPCR) pela Tecnologia TagM an

Gene

Primers and Probes

PbCOX2

Forward- ATTTGTAGTATCAGCAGCGGATGT
Reverse- CCCGGATATGCATCACATTTAATACCT
Probe- ATGGACACGCAAATGA - FAM

PbCOX4

Forward- CCGCAAGCGTCCAATTGAAC
Reverse- CCAATGTACTCCATCTTGACAACGT
Probe- CCGCACTCAGAACAA —FAM

PbCOX5A

Forward- CAACAGAGCCGCTCAATGG
Reverse- GGCTAGTGTCGGATTGGCAAT
Probe- CTACGGCTGAACATGCC —FAM

PbCOX6

Forward- GCTGCACGGAGGGTCAA
Reverse- GACTTTGGCTTTGATGCCTTCA
Probe- ACTTCCCCACCGCCGTC - FAM

PbCOX9

Forward- GCTTGTATGCCCGTATCGAATC
Reverse- GGACGGTAAGAAGTCTAGTCAAGGA
Probe- CCTTGTGCGCGCTCG - FAM

PbCOX12

Forward- GCCAAGGGCGAGGACTT
Reverse- TCTGTAGGCGAGGTAGAACTGTT
Probe- CCGCCCATGCAGACAG - FAM

PbCOX16

Forward- TCCAACTCCTTCGGCTCAAC
Reverse- GAGGTTTGCGCGGTATTTGG
Probe- CACCCAGGCGTTCAC - FAM

PbCOX17

Forward- GGACGATTGCATGCTCTTCTC
Reverse- AGTGGTCGACATTCCTGTTGTG
Probe- CAGGGTCGTCTGATTTT - FAM

PbCOX19

Forward- CCGCAAGTTAGCCAAGTCCTAT
Reverse- GCACTCTGGAGCCATTAAATTGTGA
Probe- CCATGCGGCAAGACAA - FAM




3.20.2 Lista de Oligosiniciadores Utilizados Nos Experimentos de PCR em Tempo Real
(Real Time - RTgPCR) pela Tecnologia SYBR Green

PbCOX2

For war d:

Rever se:

PbCOX4

For war d:

Rever se:

PbCOX5A

For war d:

Rever se:

PbCOX6

For war d:

Rever se:

PbCOX8

For war d:

Rever se:

PbCOX9

For war d:

Rever se:

PbCOX11
For war d

Rever se

PbCOX12

For war d:

Rever se:

CAAGATTTGTAGTATCAGCAGCGG
CCGCAGATTTCAGAGCATTGICCA

ATTGAACGT TGT TCTGAGTGCGGEC
AAAGTCAGCCATGGICTTGEGITC

TGAAGGT CGATTGGECACGAGATGA
AGAACACGACGAAT GAGATGGCEA

TGCTGCACATGAGGAGGAAACCTT
AGI TCGAAGACATCCTGAACGGCA

ATGGECCAGICCTTTCCATTACCCA
TTTGCCAGACAGCAATAGCGAAGG

AACCTTCGCCTACCTCTTCTGGTA
ATTCGATACGGGCATACAAGCGGT

: TGCCACAGATAGCACCATTCTGGEA
: AGCGCTGCTGCTTACAGACAAATG

TCGATCGGTAAATGGT TGCCGAGA
ATAAGCGACTTGACCCGT GGGATT



PbCOX13
For war d:

Rever se:

PbCOX15
For war d:

Rever se:

PbCOX16

TGATTCCCGTCATCATCCTTGCGA
TTGGTGCCGAATGI TCTGGTAGGGA

TTTGTCCTACCAGCGGECCTACTTT
AACCATCCACCAACCAATGATGCC

Forwar d: TCCTCTTCGGCCTCCCATTCATTA

Rever se:

PbCOX17
For war d:
Rever se:
PbCOX19
For war d:

Rever se:

PbCOX23
For war d:

Rever se:

PbPET100
For war d:

Rever se:

PbPET112

ATATCCTCCGCCGTGGATTCCTTT

CATGCTGCGIT CTGCAAACCTGAAA

ACCCGGCCATGCAACTCTTATACT

ATATCAAACCCAAACCGCCAGAGC

TGCGGECAAGTCTCATCATTCACAC

GAAGGCGAAGCCCATGT TCACAAA
GCCGCATGCATTTGATACTGCGAT

AATCAACAATGCTCAGCGCCATCC
ACCGAGAAGCGTTCTTCGAGGTITT

Fowar d: ACACGATGGCATTGCTAAGGAGEA

Rever se:

PbPET191
For war d:

Rever se:

ATCTCGATAAGAGGGCGCGAAACA

TGCCTCCAACAATCCGACTGCATA
GGCCCTTGCGTAATTGCTGACATT

a7



PbSCO1
For war d

Rever se:

PbMsS51
Fowar d:

Rever se:

PbOXA1
For war d

Rever se

PbATP4

For war d:

Rever se:

PbATP7

For war d:

Rever se:

PbRI P1

For war d:

Rever se:

PbQCRY7

For war d:

Rever se:

PbNDI 1

For war d:

Rever se:

: TCTGTTCTCCGECCCATCTTCATT
TTTGCACACATGCTTCACCTGCTC

GIGI'GCGACACAATCCGGCAAATA
TCTCGICACCTGCCTCATGITTCT

: AGTTGATGAAGCTGGECGTATCCGA
: AAGAGT GGATCGT GCACCGTAACA

GAGCCAATCACACCAATGCCGTITA
ACTGCACCCATGAGI CAAGAACCT

AGCACTTCAAGTCGITCACTCCCT
GITCAACCTTGICCTTCGICTCCT

GGTTGTTAACTGCTGI TGGTGCGA
GGGITTGCCTCGCCATTTGATGAT

TCCCAAGGAAGCTTATGACCGT GT
TCGACGTCCTCTTCTGGITTGGT T

TGAACTTGICTTAACCTCCCCT
AGGCGAGCACGATTAGT TTCAGCGA

48
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3.21 Sintese de cDNA POLI(T) Para Clonagem do mRNA de Gene PbSCO1

Para Clonagem do mRNA do Gene PbSCOL1 utilizou-se o kit de reagentes da
Invitrogen. A sintese de cDNA poli(T) seguiu as instrugdes do manual do fabricante
(Invitrogen (Cloned AMV RT Module). A reacdo foi preparada da seguinte forma:

Em tubos de PCR (0,6 mL) foram adicionados 5 pL (aproximadamente 1 ug) de RNA
total de Paracoccidioides brasiliensis, 1 L da misturade dNTPs (25 mM cada), 1 uL (820
ng/ul) de GeneRacer™ oligo- dT primer 5'-
GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTG(T)18-3" (54 bases) e 5 pL de
H>O dd esterilizada. Esta mistura foi incubada a 65 °C por 5 minutos e resfriada rapidamente
em gelo por dois minutos. Em seguida adicionou-se 2 pL de 10 X PCR buffer, 1 yL da
solugdo RNaseOut (40 U/uL), 1,3 pL da enzima transcriptase reversa (Cloned AMV RT_ 5
U/uL) e 4 pL de H,O dd edterilizada. A mistura contendo um volume total de 20 uL H,O dd
esterilizada foi incubada a 45 °C por um hora e 85 °C por 15 minutos e estocada a -80 °C.
Para amplificacdo do gene PbSCOL1 utilizamos 1 pL de cDNA poli(T) por reacéo.

3.22 Hibridizagdo em Membrana

Para identificacdo de clones na biblioteca gendmica de P. brasiliensis construida em
vetor do tipo fosmid utilizamos a técnica de hibridizago em membrana (~110 cm?) contendo
1152 clones cada. Foram analisados no total 2304 clones. Para marcagéo das sondas seguimos
0 protocolo do fabricante do kit de marcagdo (Gene Images Random Prime Labelling Module
— Amersham Bioscienses). As reagOes de hibridizacbes nas membranas seguiram as
instrucbes do fabricante do kit de deteccdo (Gene Images CDP-Sar detection module -
Amersham Bioscienses) inserindo algumas modificagdes no volume (para menos) das
reacOes:

A membranas foram inicialmente umedecidas em solugéo 5 X SSC [20 X SSC (0.3 M
Na3 citrato, 3 M NaCl)]. Em seguida colocadas em tubos (bidmetra com tampa) com a face
contendo o DNA, voltada para o interior do tubo. Adiciona-se a solugdo de pré-hibridacdo [(5
X SSC, 0.1% SDS, 5% (w/v) sulfato de dextran e 1:20 (v/v) liquido de blogueio)] na
proporcdo de ~0.15 mL/cm? (15 mL no tubo médio) e incuba-se por aproximadamente 1 hora
a 60 °C em forno de hibridizagdo biometra. Apds este periodo adiciona-se a sonda (~10
pg/mL), previamente diluida em TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA) desnaturada a 100 °C e
mantém-se sob incubagdo por aproximadamente 12 horas ou uma noite.



50

No dia seguinte recolhe a solugcdo contendo a sonda que podera ser reutilizada.
Transfere-se a membrana para um recipiente adequado para as lavagens. A primeira lavagem
é feita com uma solucéo contendo 0.1% SDS, 1 X SSC sob agitagdo a 60 °C por 15 minutos.
A segunda é feita nas mesmas condi¢fes com uma solugdo contendo somente a metade da
concentracéo de SSC (0.1% SDS, 0.5% SSC).

Apbs as lavagens a membrana € novamente transferida para o tubo biometra (médio)
contendo (15 mL) a solucdo de blogqueio [Buffer A (10 mM Tris, pH 9,5; 300 mM NaCl)
com 1:10 (v/v) liquido de bloqueio] e incubada no forno de hibridizagdo biometra sob
agitacdo atemperatura ambiente por 1 hora

ApGs o bloqueio da membrana, despreza-se esta solucéo e adiciona a solucéo [Buffer
A, 0.5% (w/v) BSA] contendo o anticorpo diluido na concentracdo 1:5000 (v/v) e mantém nas
mesmas condic¢des de incubagdo por mais 1 hora

ApOs a incubagcdo com o anticorpo a membrana é novamente transferida para um
recipiente adequado para as lavagens de retirada de excesso de anticorpo. Segue-se entdo trés
lavagens sucessivas com 250 mL (~3 mL/cm?) da solucdo 0.3% Tween20 (Amersham
Biosciences US 20605) diluida em buffer A, sob agitacdo a temperatura ambiente por 10
minutos cada. Apds as lavagens a membrana € transferida para um filme pléstico e cobre-se a
superficie da membrana contendo o DNA ligado a sonda conjugada com o anticorpo, com o
liquido de revelacdo CPD-Star [Solucdo aguosa de [1.5% (w/v) Disodium 2-chloro-5-(4-
methoxyspiro[ 1,2-dioxetane-3,2-(5'-chloro)-tricyclo[ 3,3,1,13, 7] decan]-4yl) phenyl
phosphate)]. Em seguida outro filme plastico é esticado sobre a membrana que ficara exposta
a0 liquido de revelagcdo por 5 minutos protegida de luz. Apos este periodo a membrana €
transferida para outro filme pléstico e embrulha para exposicdo ao filme de raio-X em cassete
apropriados. A exposicdo ao filme de raio-X é mantida por aproximadamente 24 horas. Apos
o periodo de exposicéo o filme é revelado para visualizagdo dos possiveis alvos identificados.

3.23 Extracdo Alcalina do DNA fosmidial (pCC1DNA) [adaptado por Nobrega M]

O transformante contendo o clone de interesse € Inoculado em meio LB (20 mL) com
adicdo de clorofenicol (12 pg/mL) e L-arabinose (0,01%) e incubado em agitador “New
Brunswick Shaker” por cerca de 20 horas sob agitacdo de 300 rpm a 37 °C. Ap0s o periodo de
incubagdo as células sdo coletadas por centrifugacdo a 5000 rpm por 5 minutos a 4 °C. As
células precipitadas sdo lavadas com 10 mL de agua. Em seguida adiciona-se as células
lavadas 1 mL de solucéo de quebra contendo a enzima lisozima[25 mM Tris-Cl pH 8,0; 50
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mM Glicose; 10 mM EDTA; 2 mg/mL Lisozima; 100 uL. RN Ase (10 mg/mL)] e incuba-se a
temperatura ambiente por 15 minutos. Adiciona-se 1 mL de solugdo alcalina (0,2 M NaOH,
1% SDS) agitando-se gentilmente por inversdo até que a mistura torne-se transltcida. Ent&o,
adiciona-se 1 mL da solucgdo acida (3 M NaOAc pH 4,8), novamente agitando-se gentilmente
por inversdo. A misturatotal é submetida a incubagdo em gelo, por cercade 10 minutos. Apos
o0 periodo de incubacdo no gelo a mistura € centrifugada a 6000 rpm por 20 minutos a 4 °C.
Coleta-se 0 sobrenadante (~2 mL) em tubo de vidro “corex” e precipita-se 0 DNA fosmidial
(pCC1DNA) adicionando-se 7 mL de etanol 100% e incubando a -80 °C por no minimo 30
minutos. Apos incubacdo a-80 °C a mistura é centrifugada a 7000 rpm por 15 minutos a4 °C.
Descarta-se 0 sobrenadante e resuspende-se 0 DNA fosmidial precipitado com 1,5 mL da
solugdo (DNA fosmidial 2 M NH4OAc, 0,2 mM EDTA) agitando-se vigorosamente em
agitador tipo vortex. Em seguida incuba-se a mistura em gelo por aproximadamente 15
minutos. Apos periodo de incubagcdo a mistura é centrifugada a 7000 rpm por 15 minutos a 4
°C. O sobrenadante é cuidadosamente coletado descartando-se o precipitado de proteinas. O
DNA fosmidial é novamente precipitado adicionando-se duas vezes e meia (2,5 X) o volume
de 100 % etanol e incubando-se a-80 °C. Ap0s periodo de incubacdo a mistura é centrifugada
a 7000 rpm por 15 minutos a 20 °C. O sobrenadante é descartado e o DNA fosmidial &
resuspendido com 1,5 mL de solugdo TE (10 mM Tris-Cl pH 8,0; 0,1 mM EDTA). Em
seguida a mistura € submetida a extracdo com fenol (volume/volume) e novamente
recuperada por precipitacdo com etanol 100% seguido de duas lavagens com etanol 80%. O
DNA fosmidial (pCC1DNA) final é secado a vacuo e resuspendido com TE em volume final
delmL.

3.24 Quebra do DNA fosmidial (pCC1DNA) por Nebulizacédo [adaptado Nobrega M]

Uma aliquota de aproximadamente 400 uLL. do DNA fosmidial (pCC1DNA) purificado
€ misturado a 350 pL de glicerol 100% e 250 uL de solucéo TE, totalizando um volume final
de 1 mL. Esta mistura € submetida a quebra por nebulizagcdo utilizando-se um nebulizador
individual da Microban (encontrado em farmécia e modificado no nosso laboratorio para este
processo). A quebra é processada em quatro ciclos de 50 segundos com pressdo de 0,75
Kg/cm? (compressor de ar da Fisatan modelo 820) e poténcia de 300 W / 115 V. Apéds a
quebra a mistura contendo os fragmentos de DNA fosmidial nebulizado é coletada (~800 L)
em dois tubos de 1,5 mL (400 pL/cada) e os fragmentos de DNA fosmidial é precipitado com
adicdo de 100 pL de 5 M NH4OAc e 1 mL de Etanol 100% seguido de incubagéo a -80 °C por



52

no minimo 30 minutos. Apos periodo de incubagdo a mistura € centrifugada a 13000 rpm por
10 minutos. Os fragmentos de DNA fosmidial precipitados séo lavados com etanol 80% e
secados a vécuo. Finalmente os fragmentos de DNA fosmidial sdo resuspendidos com 50 pL
de TE e uma aliquota é analisada em gel 1% agarose. Nas condi¢des relatadas o pCC1_DNAs
é fragmentado em fragmentos que variam de 400 pb a 1000 pb.

3.25 Construcao de Biblioteca de DNA fosmidial (pCC1DNA) em Vetor de clonagem
pUC18 [Nobrega M et al.]

Os fragmentos de DNA fosmidial € primeiramente submetidos a reacéo de reparo das
extremidades. Nestareagéo utilizamos o kit (DNA polymerase | large (Klenow) - Pharmacia).
Paracada 1 pg de DNA utilizou-se 1 plL da enzima Klenow; 2 uLL de tampao concentrado (10
X); 1 uL da enzima T4 Kinase e agua bidestilada para completar o volume total de 20 uL. A
mistura € incubada a 37 °C por 30 minutos. Apos incubagdo a mistura € submetida a uma
extracdo (volume/volume) com a solucdo de fenol/cloroformio. A fase aquosa (~20 pL) e
recolhida e passada em coluna (MicroSpin columns da Amersham). O eluido contendo os
fragmentos de DNA fosmidial com as extremidades reparadas é submetido a ligagdo em vetor
de clonagem pUC18 previamente linearizado com a enzima de restricdo Smal e tendo a
extremidade 5 desfosfatada com a enzima CIAP — “ Calf Intestine Alkaline Phosfatase”. Para
areacdo de ligagdo utilizamos o kit “FastLink” da Epicentre com incubag&o de 2 horas a 20
°C.

Ao termino da ligagdo, a mistura é inserida em E.coli (DH;0B) competente (obtida
pelo método quimico de tratamento com CaCl2) por transformac&o utilizando-se o método de
choque térmico. Os transformantes séo selecionados através da expressao do gene LacZ em
placas de meio LA contendo X-Gal (40 pg/mL) dissolvida em N,N-dimetilformamida 100%
(20 mg/mL).

3.26 Ensaio de Sensibilidade ao Per6xido de Hidrogénio [adaptado por Bandeira S

As linhagens selvagens de Saccharomyces cerevisiae W303 e BY4741 e as linhagens
isogénicas deficientes de citocromo ¢ oxidase awWw3034cox11, aw3034cox17, aW3034cox19,
BY4741Acox23 e aW3034scol foram inoculadas em tubos corning (50 mL) contendo 20 mL
de meio minimo (WO) devidamente suplementado e incubadas por aproximadamente 24
horas a 30 °C sob agitagcdo de 220 rpm. As culturas saturadas foram entéo transferidas (1:50)
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para novos tubos contendo meio fresco e incubadas por mais 4h, quando o perdxido de
hidrogénio (Sigma) foi adicionado em trés concentragdes distintas (6 mM, 8 mM e 10 mM).
A cultura foi incubada nas mesmas condi¢des por mais 1 hora ou 2 horas. Dilui¢Oes seriadas
de 10 X foram entdo espotadas em meio YPD solido e incubadas por aproximadamente 36
horas a 30 °C. Depois disso a viabilidade das col6nias foi comparada com as linhagens néo
tratadas.

3.27 Meio Sdlido Para Detecgdo De Sider 6fero Em Paracoccidioides brasiliensis
[adaptado por Bandeira S

Para 0 meio solido prepara-se uma solugdo contendo: 5 mM KCI; 7,5 mM NH4O0Ac;
8,5 mM NaCl; 1 mM Tris; 10 mM MgSO,; 1 mM KH2PO,4:K,HPO,; 1 mM CaCly; 0,2%
glicose e 0,3% casaminoécido, pH final: 5.6, (2% Agar).

Em um recipiente separado, prepara-se outra solucéo contendo o corante (CAS)
complexado com ferro (FeCls.6H,0) e HDTMA descrita por Bernhard e Neilands em 1987:
(0,73 mg/mL de Hexadecyltrimethyla mMonium Bromide — HDTMA; 0,6 mg/mL Chrome
Azurol B-CAS; 1 mM HCl e0,1 mM FeCl3.6H,0). As duas solugdes sdo autoclavadas
separadamente e apds o resfriamento até 50 °C, sdo misturadas e distribuidas em placas de
petri do tamanho desejado.

ApOs a polimerizagdo do meio o fungo € inoculado e & medida que for crescendo um
halo alaranjado comega a se formar em volta da cultura indicando que o fungo esta secretando
sideréferos e que estes estdo sequestrando o ferro complexado com o corante (CAS
Fe/HDTMA).

3.28 Meio Liquido Para Deteccdo De Sider 6fero Em Paracoccidioides brasiliensis
[adaptado por Bandeira S

Para a deteccéo de sideréferos em meio liquido, o fungo € crescido em meio liquido (5
mM KCI; 7,5 mM NH4O0Ac; 85 mM NaCl; 1 mM Tris; 10 mM MgSO4; 1 mM
KH2PO4:K,HPO,; 1 mM CaCly; 0,2% glicose e 0,3% casaminoécido) sem adicdo de ferro.
ApGs aproximadamente sete dias de crescimento o sobrenadante da cultura é recolhido por
centrifugagdo, seguido de filtracdo em seringa.

A deteccdo é obtida quando misturamos (volume/volume) o sobrenadante com a
solucgéo de deteccdo (Schwyn e Neilands, 1987).



3.28.1 Para 100 mL de solucéo de detecgdo

Um volume de 6 mL de uma solucéo de 10 mM HDTMA é colocada em uma
erlenmeyer de 100 mL e diluida com um pouco de &gua. Em seguida adiciona-se 1,5 mL de
uma solucéo contendo (1 mM FeCls.6H,0; 10 mM HCI) e 7,5 mL de 2 mM de solugéo de
CAS sdo adicionados sob agitacdo. Adiciona-se 4.307 gramas de piperazine dissolvida em
agua e 6,25 mL de 12 M HCI sdo adicionados cuidadosamente e o volume é entéo acertado
para 100 mL total com &gua. O pH final deve ser de igual a5,6. Esta solugcdo deve ser mantida
protegida de luz.
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4 RESULTADOS

O objetivo deste trabalho foi estudar um conjunto de genes nucleares do fungo
Paracoccidioides brasiliensis relacionados a expressdo funcional do complexo da citocromo ¢
oxidase mitocondrial (COX).

Para identificacdo dos genes de P. brasliensis utilizamos um banco de dados com
aproximadamente 20 mil sequiéncias de ESTs - “Expressed Sequence Tags’ provenientes de
projetos de sequenciamento de genoma (Goldman et a., 2003, Felipe et a., 2003 e Felipe et
al., 2005), depositadas no GenBank/NCBI.

A selecdo das ESTsde P. brasiliensis foi realizada por comparagdo com as sequéncias
de polipeptideos de S cerevisae que atuam como subunidades estruturais ou participam
direta ou indiretamente na montagem e manutencao deste complexo.

Para selecdo dos clones de sequéncias ESTs de P. brasliensis, com ato grau de
similaridade aos genes de Saccharomyces cerevisiae, utilizou-se cerca de quarenta e quatro
(44) sequéncias de proteina de S. cerevisae como sondas para as buscas in silico. No
processo de identificacdo dos clones utilizamos a ferramenta TBLASTn do BLAST
disponivel na pagina do banco de dados do consorcio paulista disponivel em:
http://143.107.203.68/pb/frame2.htm, onde contamos com uma réplica do banco de dados do

NCBI jadisponivel publicamente.

No total, identificamos e estudamos dezenove genes de P. brasiliensis envolvidos na
biosintese do complexo citocromo ¢ oxidase mitocondrial (Tabela 4). Quase todos 0s genes
estudados foram clonados das bibliotecas de ESTs (Goldman et al., 2003; Felipe et al., 2003),
com excecao do gene PbPET191 que foi amplificado diretamente por reacdo de PCR a partir
do genoma nuclear de P. brasiliensis e 0 genes PbCOX8 e PbSCO1 que foram clonados a
partir de cDNA sintetizado a partir de RNA total de P. brasiliensis.


http://143.107.203.68/pb/frame2.htm
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TABELA 4: Genesde P. brasiliensis Completos com Seqiiéncias Depositadas No GenBank/NCBI

GeneS. cerevisae |Gene Identidade | Positivos | Numero de Acesso
P. bradliensis no NCBI
ScCOX4 (155aa) PbCOX4 (197aa) 50% 69% AY 603795
ScCOX5A (153aa) PbCOX5A (204aa) |36% 56% AY 603790
ScCOX6 (148aa) PbCOX6 (171aa) 58% 73% AY 603791
ScCOX8 (78aa) PbCOX8 (86aa) 32% 47% EF681771 - EF988665
ScCOX9 (59aa) PbCOX9 (62aa) 30% 60% AY 603792
ScCOX11 (300aa) PbCOX11 (253aa) |54% 74% EF679210 - EF679211
ScCOX12 (83aa) PbCOX12 (141aa) |79% 87% AY 603794
ScCOX13 (129aa) PbCOX13 (142aa) |37% 52% DQO003716
ScCOX15 (486aa) PbCOX15 (491aa) |50% 66% DQO003717
ScCOX16 (118aa) PbCOX16 (135aa) |39% 56% AY 842443
ScCOX17 (69aa) PbCOX17 (78aa) 47% 67% DQO003718
ScCOX19 (98aa) PbCOX19 (107aa) |51% 63% DQ003414
ScCOX23 (151aa) PbCOX23 (76aa) 43% 66% DQ402182
SCMSSE1 (436aa) PbMS61 (514aa) | 38% 53% DQO003715
SCPET100 (111aa) | PbPET100 (103a3a) |42% 68% AY 603796
SCPET112 (541aa) | PbPET112 (603a3) |31% 52% DQ402183
ScPET191 (108aa) | PbPET191 (123aa) |47% 67% ndo depositado
ScOXAL (402aa) PbOXAL (474a8) |27% 46% DQ836715
ScSCO1 (295aa) PbSCO1 (304aa) 53% 75% EF679209

A presenca de segundo nimero de acesso do NCBI para os genes PbCOX8 e PbCOX11, refere-se ao
depdsito da seqiiéncia da regido gendmica do gene.

Para cada clone identificado, o inserto de cDNA ou de DNA contendo os genes de
interesse foram completamente sequenciados para obtencdo da segiéncia completa e
confirmagdo da presenca da fase aberta de leitura (ORF) — “Open Reading Frame”. Os genes
completos foram clonados em vetores de expresséo e submetidos a testes de complementacéo
funcional heterdloga em mutantes de S cerevisae. Obtivemos sucesso em quatro
complementacfes funcionais da funcdo respiratéria com os genes PhCOX6, PbCOX17,
PbCOX19 e PbOXALl. Estes resultados indicam que os genes acima descritos de P.
brasiliensis so homdlogos aos genes de S. cerevisiae, pois complementam a funcéo
respiratoria dos mutantes.

Os genes PbCOX8, PbCOX13 e PbPET191 ndo foram submetidos a teste
complementacdo. O restante dos genes (Tabela 4) embora apresente similaridades
significativas ndo sdo capazes de substituir a funcdo de seus homélogos em mutantes de S.

cerevisae.


http://webmail.univap.br/webmail-read.cgi?sessionid=bandeira*webmail.univap.br-session-0.349495766525255&folder=INBOX&page=1&longpage=0&sort=date_rev&msgdatetype=sentdate&keyword=&searchtype=subject&message_id=%3C20060707133532.695EE1674D2%40mail1.ncbi.nlm.nih.gov%3E&action=readmessage&headers=simple&attmode=simple
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4.1 Estudo dos GenesdeP. brasiliensis

4.1.1 PbCOX5A

Para o estudo deste gene selecionamos o clone referente a EST-V P1-Pb30001-211E08
pertencente ap consorcio paulista (Goldman et al., 2003). Analisando a seqliéncia completa do
inserto deste clone através da ferramenta ORFfinder do NCBI identificamos a regido
codificadora (ORF- Open Reading Frame) completa do gene PbCOX5A que codifica para
uma proteina constituida de 204 residuos de aminoacidos (AY 603790). A comparacdo da
sequiéncia protéica da PbCox5Ap com as seqliéncias desta proteina de outros organismos pode
ser observada na figura 1. Ha regides bem conservadas entre 0s diversos organismos
entretanto existe uma extensdo da por¢éo N-terminal somente nas proteinas de P. brasiliensis
e de A. nidulans. Outra diferenca que pode ser significativa é a auséncia de um bloco bem
conservado de oito residuos de aminoécidos (SEGY SGKG) na porcéo C-terminal somente
das proteinas Cox5Ap e Cox5Bp de S. cerevisiae. Em S. cerevisiae a proteina Cox5Ap possuli
uma homdloga que é a ScCoxbBp. Embora ScCox5Ap seja preferencialmente expressa, na
auséncia dessa, a ScCox5Bp € capaz de sustentar cerca de 12 a 15% da capacidade respiratéria
do mutante de ScCox5Ap (Trueblood e Poyton, 1987).

A analise da seqiiéncia de DNA deste gene, através da ferramenta nebcutter disponivel

na pagina da New England Biolabs (www.neb.com), indicou auséncia de sitios de restricdo

apropriados para a excisdo da ORF direcionada para a constru¢éo do novo recombinante em
vetor apropriado para expressdo em S. cerevisiae. Portanto, oligos iniciadores especificos
foram sintetizados para amplificacdo da regido da ORF e insercdo dos sitios de enzimas
apropriados (Sacl e Pstl nas extremidades 5 e 3 respectivamente). Os oligos foram
desenhados utilizando-se a ferramenta Primer Select do programa DNASTAR, Inc. Apés a
reacdo de amplificacdo por PCR da regido da ORF, o produto de PCR foi digerido com as
mesmas enzimas, isolado em gel 1% agarose eletroeluido e purificado por precipitacdo com
etanol. O fragmento Sacl/PbCOX5A/Pstl foi ligado (reacdo descrita em Material e M étodos)
no vetor de expressdo em S cerevisae pMGL3 (Fig. 2) previamente linearizado com as
enzimas Sacl e Pstl e tendo as extremidades 5’ desfosforiladas com a enzima CIP- Calf
Intestine Phosphatase. A mistura de ligagdo foi entdo inserida por transformacéo em E.coli
DH;0B competente. Coletamos nove transformantes aleatoriamente para extragdo dos pDNAs
que foram analisados por digestéo enzimética e por seqienciamento confirmando a presenca
do gene. O clone selecionado (pMGL3/PbCOX5A) foi utilizado no ensaio de complementacdo
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heter6loga no mutante de S cerevisae aBY4741Acox5a/MLHU. A transformag@o foi
realizada pelo método de LiOAc e os transformantes foram selecionados em meio especifico
(meio minimo WO suplementado) e testados quanto a capacidade de restauracdo da
capacidade respiratério do mutante em meio com fonte de carbono ndo fermentavel
etanol/glicerol. Apés incubacdo a 30 °C por periodo apropriado verificamos que este gene
PbCOX5A de P. brasiliensis ndo foi capaz de restaurar a capacidade respiratéria do mutante
aBY47414Acox5a/MLHU de S cerevisae mostrando que embora hagja similaridade entre as
proteinas de P. brasiliensis e S. cerevisiae (36% de identidade e 56% de positivos - Tabela 1)
a PbCox5Ap néo é ortologa a proteina ScCCox5Ap.
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FIGURA 1: Alinhamento da PbCox5Ap de P. brasiliensis (Pb) com as proteinas homdl ogas.
de Aspergillus nidulans (An), Magnaporthe Grisea (Mg), Podospora anserina (pa),
Neurospora crassa (Nc), Schizosaccharomyces pombe (Sp) e Saccharomyces cerevisiae (Sc).
An_a e Sc a representam a segiéncia da Cox5ap de A. nidulans e S cerevisiag,
respectivamente enquanto que An_b e Sc_b, a seqiiéncia da Cox5bp.
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FIGURA 2: Vetores de expr essdo em Saccharomyces cerevisiae.
Os vetores de expressao pMGL 3 e pMGL4 foram construidos a partir dos vetores “ponte’ YEp351 e
Y Ep352, respectivamente, com inser¢do do promotor e terminador do gene de alta expresso em
levedura ADH1 (Alcool desidrogenase). Estes vetores foram construidos pela Dra. MOIRA
GLERUM da Universidade Alberta no Canada

Uma andlise qu 2 residuos caracteristicos de hélices transmembrana
indica que a proteina PbCOX5A de P. brasiliensis, possui cerca de sete residuos de
aminoacidos caracteristicos de regido de hélice transmembrana (Fig. 3A) o que pela
ferramenta utilizada, ndo foi suficiente para a predicdo de uma hélice transmembrana
(existente na proteina homologa de S. cerevisiae). Entretanto, Analisando a seqiiéncia da
proteina ScCCox5A de S. cerevisiae a regido correspondente (Fig. 3B) corresponde a uma
hélice transmembrana. Esta observagdo sugere que a proteina de P. brasiliensis possa ndo
ser capaz de se inserir corretamente na membrana mitocondrial o que poderia justificar a

incapacidade de complementac&o funcional heterdloga
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FIGURA 3: Analise deresiduos car acteristicos de hélices de transmembr ana na PbCox5Ap.
obtida a partir da feramenta TMHMM Server v. 2.0 disponivel na péagina
http://www.cbs.dtu.dk/services TMHMM/. 3B: Refere-se & mesma andlise com a

proteina ScCCox5Ap de S. cerevisiae.
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4.1.2 PbCOX6

Para os estudos deste gene de P. brasiliensis escolhemos o clone referente & EST-
RC2-PbNEW1-155A05 cuja seqiiéncia protéica predita (AY 603791) apresenta cerca de 70%
de similaridade a proteina de S. cerevisiae (Tabela 4). O clone referente a esta seqliéncia de
EST pertence a biblioteca do consorcio paulista (Goldman et al., 2003). A partir do
sequenciamento completo e obtencdo da sequiéncia total do inserto deste clone, a sequéncia
protéica foi comparada a seqiiéncia da proteina Cox6p de S cerevisiae utilizando—se a
ferramenta BLASTx do NCBI. Ega andlise confirmou sua identidade (58%) e similaridade
(73%) com a sequiéncia da ScCox6p de S cerevisae (Tabela 4). A andlise através da
ferramenta ORFFinder identificou uma ORF com 171 residuos amino&cidos referente a
PbCox6p de P. brasliensis. O mapa fisico de restricdo obtido a partir de analise com a
ferramenta nebcutter da New England Biolabs indicou os sitios para as enzimas Sacl e Xbal
como apropriados para a realizagdo da excisdo da ORF direcionada a construcdo do
recombinante deste gene no vetor de expresséo pMGL3 de S cerevisae. Os recombinantes
selecionados apds transformagdo em E.coli DH;0B foram confirmados por dupla digestdo com
Sacl/Pstl e por sequenciamento. O recombinante selecionado pMGL3/PbCOX6 foi inserido
por transformacdo no mutante deficiente respiratério de S. cerevisiae (AW3034cox6::URA) e
os transformantes selecionados foram testados quanto a capacidade de restauracdo da funcéo
respiratoria. Apos aproximadamente 48 horas de incubacdo a 30 °C verificamos o
crescimento comparavel ao da linhagem selvagem (Fig. 4) em meio de cultura com fontes de
carbono ndo fermentavel (EG) indicando que a proteina PbCox6p de P. brasiliensis é capaz
de restaurar a capacidade respiratéria do mutante aW3034cox6::URA de S. cerevisiae. Este
resultado foi confirmado posteriormente através da técnica de transformagéo reversa (“Back
transformation”) onde o recombinante (vetor::gene) € extraido da linhagem recombinante
competente respiratoria € novamente testado em complementagcdo heterdloga, confirmando
ser este 0 agente da complementagdo funcional.

A ScCox6p de S. cerevisiae codifica para a subunidade VI da citocromo oxidase e é
congtituida de 148 residuos de aminoécidos, portanto em P. brasiliensis esta proteina é
acrescida de 23 residuos de aminoécidos (total 171aa) sendo que a maioria deles estdo na
regid N_terminal da proteina (Fig. 5). Embora hgja esta insercdo de aminoécidos nesta
regido, a proteina de P. brasiliensis contém a maioria dos residuos de aminoacidos
conservados nos outros fungos analisados (Fig. 5) o que provavelmente favorece o



63

enderecamento correto da proteina para a mitocondria. Além disso, o restante da proteina
apresenta um alinhamento homogéneo com as proteinas homologas.

YPD

FIGURA 4: Complementacao funcional heter dloga do gene PbCOX6 no mutante de S. cerevisiae.
Crescimento das linhagens selvagem (W), mutante deficiente respiratério de S. cerevisiae
com delecBdo do gene COX6 [COX6aW303Acox6::URA (A)] e o recombinante
aW303Acox6::URA/ pMGL3/PbCOX6 (R) em meio de crescimento YPD e em meio
contendo etanal/glicerol (EG) ap6s 48 horas de incubagéo a 30 °C.
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FIGURA 5: Alinhamento da PbCox6p de P. brasiliensis (Pb) com as proteinas homdl ogas.
de Aspergillus nidulans (An), Magnaporthe Grisea (Mg), Neurospora crassa (Nc),
Schizosaccharomyces pombe (Sp) e Saccharomyces cerevisiae (Sc).

A andlise da sequéncia protéica da proteina PbCox6p quanto a presenca de uma regido
caracteristica de aminoécidos de hélice transmembrana indica uma certa quantidade destes
residuos caracteristicos (aminoacidos em hélices de transmembrana) nos primeiros 60
residuos de aminoacido da proteina PbCox6p (Fig. 6) entretanto, a predicdo deste tipo de
aminoécido na regido N-terminal pode ser uma indicativa de um peptideo sinal e ndo de uma
hélice transmembrana. Esta observac8o sugere que os residuos excedentes encontrados na
regido N-terminal da proteina de P. brasiliensis em relacdo a proteina de S. cerevisiae (Fig.
5), congtituiriam uma por¢do de peptideo sinal desta proteina e que seria entdo retirada no

processo de importagéo para a mitocondria
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FIGURA 6: Analise deresiduos car acteristicos de hélices de transmembr ana na PbCox6p.
obtida a partir da ferramenta TMHMM Server v. 2.0 disponivel na péagina
http://www.cbs.dtu.dk/services TMHMM/.
4.1.3 PbCOX8

Usando a proteina ScCox8p de Saccharomyces cerevisiae, identificamos no banco de
dados de Paracoccidioides brasliensis a EST018969 depositada do GenBank/NCBI sob o
numero de acesso CN253032 referente ao isolado Pb01 (Felipe et al., 2003). A nalise por
BLAST-x indica que a sequéncia da EST018969 apresenta 30% de similaridade na porg¢éo do
alinhamento com a seqiiéncia da proteina Cox8p de S. cerevisiae.

Utilizando a sequéncia da EST018969 para uma nova busca no banco de dados
identificamos um clone de DNA gendmico de P. brasilienss RST-VP1-Pb30003-012G11
(pertencente a uma biblioteca construida Nobrega, M e colaboradores) contendo uma regiéo
de aproximadamente quarenta nucleotideos com 90% identidade a EST018969,
correspondente a0 gene PbCOX8. Este clone de DNA gendmico foi isolado e totalmente
seqiienciado utilizando-se a técnica de insercdo de transposons descrita em material e

métodos, obtendo-se um consenso com aproximadamente 1971bp. A regido codificadora do
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gene PbCOX8 (fase aberta de leitura— ORF) foi identificada na porcéo central do fragmento.
O gene PbCOX8 esta interrompido por dois introns como pode ser observado na figura 7. As
sequiéncias dos introns, bem como os motivos candnicos de borda intrénica [(5" GT...AG 3
(Reinoso et al., 2005)], também podem ser observados na Fig. 7. A sequéncia nucleotidicae a
sequiéncia predita da proteina foram depositadas no GenBank/NCBI sob o nimero de acesso
EF988665.

>PbCOXE

ATGITGTATARGRACGACAGTCTCCCGCCGTATTAGRACCATCCTTCACARGCCCATTTGACTGICICITICIG
CICITIGICCITCTIGGCT CEAGGITIGEEEGCICCT IGAGGAGGARTTCCTGARAGGGETTTATCCTCARACH
CATTGALCAGATCGICCATGTTGGGTAGACAGTCCACTGARATCCCTTITARTTCCTCCGACGCTGCGTTIGIG
GARLGTCTCCAGCTGCAT CTATATACARCTCTTTATGCGACTARGTTTGTTTARRATTGTCARARTTGCATCE
GoGALACTCTCCCGATAAGETTTCTCCGATTCGTAT TGGCT GEEAGCTAGTTATATCACGTGTTATGGACTCR
GECTGAGTCAGCARGAGTTGCCCARCTARCGTCCCGAGGAGT TCAAGAGACATTCTICTGTATATTCCCGTICT
ACGACACARCTCCALGTCARTTCTIGCCT CRACAGCAT CCTRAAGGTACGGGCTAGTCCCTAGTGGCATCAGTC

CGCTCAGTCTGTTGCTAACTGGCCGTTCAﬂ£IIIﬂIfGETtEﬂACCGEAACEEGTGCEAGAEIGGCEACEACC

TAGGAATT

TCTCCGAATTATGTGGCCACTATTCGATTGCTGACAACTTG
GCTCRAA TACTTAAACCCAATGTACCATCATATATGTGCAGTGAAACACCACTAATACAATGATAAACHRTC
TCTGEACCGTGGTGATGT GACA
AGGAAGATGTTCTTTARAGTTCACATAGGTTGTTTGTTTGACTTTGTAATGTGTATATACATAGT TGCGGAGE
TAGAATTACCATARAGTCARARTCTCCCATGTTGCCATAGCTAGATATGT GTARATTGCARARTATTGTATGE
TGGETGCTGTATTAGACTATTTTATAAGGAGTTTTGTGTTGGT TCAGCCAGTTCATGGATGCAGRARRAACTT
GTTACTCACCCCARAMGRARAATTGAGARGCACATTTATTTATTTCACCTTCGCTTGAATTACATCTATCCCA
ACCAACAACTCCATAATAGACTATGACGCCGTCGCCTTARAATACCAGACTGTATGGGATAGTATTTARALTA
ARRAGGTGTTCTCGAACCTAGGTACAGCGCATACGGTCAATATARANIGCCCARTTTGAGGAACATACACCTE
CGCGAGACTCCGCTIGGGEGEGGAGCTGCCTCTGACT GCARCGGCATGGGATCCTGTGACGGATTCCATCCTTT
GCRCATTTGGGCCARCGGARACARGTGCTGTCATTGAACT GARACGARARGT GCAGGATGCARACGAGGAGGL
GGAGGATATCCAGTTGATCACCTCTTGGGAT GCACCATGTCCGCTCCCAGATTTGCARCATGACAGAGTTTTA
TCATTGCARTATTTTGCAGATACTTTAGTTACATGCCTIGTGT TAGARGGCGGTGATATCATAGTTGTGCGTG
AAGACCCCCARCCGGGCGAGGACRRARTTGARATCGTGGGGTCAGTTGACGT GGGARTTACAGCAGCGGCATS
GTCTCCGGATGAAGAGCTACTTGCAGTCACCACCAGGTCCAACACACTTCTCTATATGACRAGGGATTTCGAR
AATGTGGCCARCATTGCATTCACAAGCGACGATCT CAAGGCGT CAAGACATGTTTCTGTTGGCT GEGGARRAR
AGGAGACACAGTTTCAGGGCAAGAGAGCAARRGCT CTGAGGGACCCGACGATA

FIGURA 7: Analise da seqiiéncia consenso da RST-VP1-Pb30003-012G11.
Indicando a regido codificadora do gene PbCOX8 de P. brasiliensis na posicdo mais
central do fragmento. Na porcéo C-terminal pode se observar umaregido N-terminal de
outra proteina hipotética de P.brasiliensis.



67

Para obtencdo da sequiéncia expressa (CDNA) deste gene e confirmacéo da localizagdo dos
introns, sintetizamos um pa de oligos  especificos  ([Forward: 5-
GGGCTAGTCCCTAGTGGTACCAGTCCGCTCA e Reverse: 5-
CCTATGTGAACTTTCTAGAACATCTTCCTT]) para amplificagéo do gene PbCOX8 a
partir de cDNAs Poli(T). Obtivemos um produto de PCR com aproximadamente 369bp que
foi clonado em vetor TOPO TA Cloning/Invitrogen. Por sequenciamento do fragmento
amplificado, identificamos a fase aberta de leitura para a proteina PbCox8p contendo 86
residuos de aminoacidos. Esta analise confirma o resultado predito da seqiiéncia gendbmicae a
confirmagdo da presenca e localizagdo dos introns. Esta sequiéncia encontra-se depositada sob
0 numero de acesso EF681771. O produto constituido por 86 residuos de aminoacidos possuiu
uma regido caracteristica de aminoécidos em hélices de transmembrana entre os residuos 49 e
71 (Fig. 8) e estima-se que a proteina predita tenha uma massa de aproximadamente 9689.34
Daltons.

# Sequence Length: 86

# Seguence Number of predicted TMHs: 1

# Seguence Exp number of LLs in TMH=s: 22.22737

# Sequence Exp number, first 60 ARQs: 10.77505

# Sequence Total probk of N-in: 0.89295

# Seguence POSSIELE MN-term signal seguence

Sequence TMHMMZ . O inside 1 48
Sequence TMHMMZ . O THhelix 49 71
Sequence TMHMMZ . O outside 72 286

TMHMM posterior probabilities for Sequence

i.2
|
-I F
08 r
=
5
@ 0B |
=
a
04 ¢
02 r 1
q . . . . .
10 20 30 40 &0 B0 70 an
transmembrane inside outside

FIGURA 8: Analise deresiduos car acteristicos de hélices de transmembr ana na PbCox8p.
caracteristicas obtida a partir daferramentaTMHMM Server v. 2.0 disponivel na pagina
http://www.cbs.dtu.dk/services TMHMM/.
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Os estudos com este gene ndo foram concluidos faltando ainda realizar a transferéncia
do fragmento de cDNA contendo a regido codificadora (ORF) para vetor de expressdo em S.
cerevisiae e 0 ensaio de complementacdo funcional heterdloga no mutante especifico deste
gene na levedura.

Na por¢ao 3' do fragmento gendmico sequienciado (Fig. 6) pode-se observar o inicio
de uma outra regido codificadora que por comparagdo de sequéncias observamos alta
similaridade com a proteina AFUA_4G07140 “killer toxin sensitivity protein” (IKI3),
putativa [ Aspergillus fumigatus Af293].

A subunidade V111 da citocromo ¢ oxidase foi inicialmente identificada por Power et
al., 1984 gue descreveu a sequéncia polipeptidica da proteina Cox8p de Saccharomyces
cerevisiae e também propds um modelo para sua estrutura secundéria. Devido a presenca de
uma regido central altamente hidrofobica estes autores sugerem que estes residuos facam
parte de uma regido transmembrana da proteina Cox8p. A andlise da seqiiéncia proteica
identificada como PbCox8p também indica a presenca de uma regido transmembrana
corroborando nosso resultado (Fig. 8). Power et al., 1984 também destacam que a proteina
ScCox8p possui uma regido carboxiterminal com dupla lising, fato que é confirmado quando
Patterson e Poyton (1986) resolvem a estrutura gendmica do gene ScCOX8 de S. cerevisae.
Neste trabalho os autores demonstram por comparagdo da sequéncia predita a partir da
sequiéncia nucleotidica, com a seqliéncia da proteina ScCox8p (Power et al., 1984), que esta
proteina assim como outras proteinas mitocondriais, codificadas no genoma nuclear, possui
um peptideo sinal de enderecamento mitocondrial. Além disso, a ScCox8p, assim como as
subunidades VI e Vlla do complexo da citocromo ¢ oxidase, é processada em ambas as
extremidades e portanto em Scerevisae a ScCox8p € derivada de uma precursora maior
sendo estendida por um peptideo lider na regido N-terminal com aproximadamente 22 a 27
residuos e por um peptideo trailer, com 4 residuos, que se estende apds o potencial sitio de
clivagem lyslysCOOH que constitui a regido carboxiterminal identificado no
sequienciamento da proteina (Power et al., 1984). Na proteina PbCox8p também podemos
identificar o sitio de dupla lisina (KK) (Fig. 9) na regido C-terminal sugerindo que em
P.brasiliensis este processamento C-terminal também existe e que portanto, sua por¢éo C-
terminal também possa ser dependente do processamento de uma protease.

A subunidade VIII do complexo da citocromo c oxidase é requerida para 0 nivel
méximo da respiragdo e da atividade da citocromo ¢ oxidase entretanto, mutantes desta
subunidade ainda sd0 capazes de crescer em meio com fontes de carbono ndo fermentaveis
como etanol e glicerol (Patterson e Poyton,1986).
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FIGURA 9: Mltiplo alinhamento das seqiiéncias das pr oteinas Cox8p de do isolado Pb18 com as homdlogas.
Neurospora crassa (Nc) e Saccharomyces cerevisiae (). (*) significa que todos os residuos sdo iguais
na colung; (:) sgnifica que existe substituicdo conservada em algum residuo na coluna e (.) significa
gue existe a substitui¢do semiconservativa em alguns residuos da coluna. A ferramenta ClustaW esta
disponivel em http://npsa-phil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl ?page=/NPSA/npsa_clustalw.html. Em
lilds pode-se observar o duplo residuo de lisina (KK) na regido carboxiterminal. Estes residuos séo
preditos como sitio de atuacdo de protease durante o processamento e importacao da proteina Cox8p
para amitocondria.

4.1.4 PbCOX11

Para 0 estudo do gene PbCOX11 de Paracoccidioides brasiliensis identificamos o
clone de EST-RC2-Pb30001-153C08, pertencente ao consorcio paulista (Goldman et al.,
2003) entretanto, ndo foi possivel obtermos este clone no banco de origem. Em uma nova
analise utilizando como sonda a seqiiéncia do inserto do clone da EST-RC2-Pb30001-153C08
depositada no banco de dados para uma nova anélise de comparagcdo com o banco de dados de
sequéncias de P. brasiliensis, identificamos um clone de seqiiéncia gendmica (RST-RC2-
Pb30004-018D01) da colecdo de RSTs —Random Sequence Tags (Nobrega, M e
colaboradores), ainda ndo depositada em banco de dados publico. Esta sequiéncia apresentou
um excelente alinhamento com 100% de homologia com a seqiiéncia da EST sugerindo que
este clone representava um fragmento gendmico de P. brasliensis contendo o gene
PbCOX11.

O clone RST-RC2-Pb30004-018D01 foi inteiramente seqienciado utilizando-se a
técnica de inser¢do de transposons. Obtivemos um consenso com aproximadamente 2800bp.
O gene PbCOX11 edta inteiro neste fragmento gendmico que se encontra depositado no
GenBank/NCBI sob o numero de acesso EF679211. A comparacéo de seqiiéncias entre o
consenso da sequiéncia genomica e a sequéncia da EST RC2-Pb30001-153C08 demonstrou
claramente a presenca de trés introns neste gene (Fig. 10). A seqiiéncia dos introns, bem como
0S motivos candnicos de borda intrénica [(5° GT...AG 3 (Reinoso et a., 2005)] também
podem ser observados na Fig. 10. Além do gene PbCOX11 outra fase aberta de leitura esta

presente neste fragmento e a proteina predita possui alta similaridade com a subunidade C de
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um fator de replicacdo Rfc5 de DNA. A regido intergénica entre esta proteina e a proteina
PbCox11p consiste de aproximadamente 0,5Kb.

PRl 018001 2804bp

EATCCT A CTT TEEAE OO TALCCTT OO AT TTT CEARC T MEECT TCC A TTA (A G TA GO M CECACAE TAC TT TAT MO CEA R TAECT
ACCARTACAACCAATT (R EACETCT CACAEATT CT TTC TR CEC CoAACERA SO AR CTCACCTE AR ATC TCACCOEAT COREA TTEAT TECAT
CER M RCTTCTCT AR TEAECTT TETTCAR TCTAATT T CA CACCT COBCA CAT AT CER GT TAL

CTTTCT TATAGTTGET TTATACCAATACATCTT
ACTTGARACT TTCCATTC TTATACC TCT G TCATCATCCT AAT AGKGL G TGT.

TARGT TOGAGTCT GERARTT TT TTACCERLCCT TCTCT TTATG

T TAR T AT T T R e A A e T O AR S T T G e TR T GAT TTC R O AR CTT TECCT TT TEEEECCARTATCTCTATTT COETCAT
TOEEEEAT R TR R L TO R TR TT AT A A T CE e TEATA R TET COR T TT (R ACACR TTTEATCTCTCT GT EOECT O T
TR AT e TT O R T TT O TIC AR TCT T AT R A O A T T O A R O R TOEAC TIE TT TCCGEECACECT (AR CR ECTATATR TR
AR T R TTT T A T e e A R T R AT T T T T TT T CT TAT AT ATA TT LA TT TIATATCT A GO CTEET TTT GATCR RECRERT
T R T e A T TR T O e T T T A e A TT A TTA TT TCT AR TR TR AT R AT CACTCATCTCAR R TATCCTC R B
AT R T T A TT T T TT G TAT CT R AT TT AT AT GEAT T TT T AT TO O OO TOC AR R B CEERE TR T CAE OO
R A R CTT A T e O T A (RO G BT TT CTT CT TCT A G R CTT TEAR TAT CRA RO CCACC TR RRC AR TTCATRCETE
TTTTAATT T R AR AR T TTAC TR TR AR AT e A TT T TACT T R TR EC T EECCT AC R OO TO RO GO TCT TRACCTACCRCCE
T AT T o T O CT R A T R T T T R e A TT A TR A T T T CT AR TOCTA TT AT AT ATT CA TT GO CECTEACTAT TEERECE
AR T R R R R O TR TT TT O O RO CT T GE T T T AT G COCT C A R e (R G AR R A R CR AR AT AR T OO CECTERR
EERACTTT T T AT e TET CERR AR R T (R A T A T CERET CT TCCAR RO ACCRC (R RATCCC AR CTT GERAAT TCRRCATTETCT
T AT T R O T TER R, TC R O A O T CT A T e e R TT AL AT O T TET G TRC AR A CT TCTER A CRECT TECCCRER OB
AR T O TC T T O e AR A R TTT A BT O TTE TC AT C AR TR A O AT C R T CT TR R CR R T GO R B CAECRTTRCE
AR TR TR R e TR R TO T AR T CT A TTA TCTTACT TEC AR R R CO R CT EERRR TR TCRATO G TCC CATTA A TCCAERRCRD
T T T O A T O TR o e A O TR M CT A AT TE T R CE TR C TR R e CT TECAC R AC R AR R A TT G R CR EECACCRE AT
CTTAATAR R TR CC R R R CTE R R A T T R R O T GCT CT TCT CA TET TO R A GO TAT AT AT GO CA AR CTACETT ERETCE
T oo AT R R T A O AR T TT (R CT R O A CTT TC AT T TO O AR TR CERER AR CTERACEEATEATACECCRATTOCRCCT
CCTERRCTEEERAEEATI =R TCCTEICTCTTATACRACR TCTCR R

FIGURA 10: Andlise da seqiiéncia consenso da RST-RC2-Pb30004-018D01.
Indicando a regido codificadora do gene PbCOX11 de P. brasiliensis e a segiiéncia dos
introns, bem como os motivos candnicos de bordaintronica (5" GT...AG 3').

Para clonagem do cDNA referente ao gene PbCOX11 foi sintetizado um par de oligos
nucleotideos especificos (senso: 5'- CTAATTTCAGAGCTCCGCACATATCGAGTT e anti-
senso: 5'- GCCATTTAGGCTGCAGCGCACAGAGAGA) que inseriram os sitios de
reconhecimento das enzimas de restricdo Sacl e Pst1 respectivamente.

O produto da reacéo de PCR, obtido com a amplificacéo do gene PbCOX11 partir de
cDNAs Poli(T) gerou um fragmento com aproximadamente 911bp. Este fragmento foi
clonado em TOPO TA Cloning/Invitrogen. Apds o segiienciamento completo do fragmento
de cDNA, identificou-se a fase aberta de leitura referente a proteina PbCox11p contendo 253
residuos de aminoé&cidos. A analise da sequiéncia do cDNA confirmou o resultado predito a
partir da andlise da sequiéncia gendmica quanto a presenca e a localizag&o dos introns. Estima-
se que a proteina predita tenha uma massa molecular de 2,8KDa. A seqiiéncia nucleotidica e
da proteina predita a partir do cDNA esta depositada no GenBank/NCBI com o nimero de
acesso EF679210.
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O gene COX11 codifica para uma proteina da membrana interna mitocondrial que é
essencial para a montagem do complexo da citocromo c oxidase. A maioria dos estudos sobre
esta proteina foi realizada em S. cerevisiae entretanto esta proteina € bem conservada entre 0s
organismos incluindo as bactérias, fungos, plantas e animais tendo mais de 300 seqliéncias de
proteinas homélogas depositadas no banco de dados do GenBank/NCBI. A proteina Cox11p
esta envolvida na incorporacéo de cobre no centro CuB na subunidade Coxlp e magnésio
durante a montagem do complexo da citocromo ¢ oxidase (Tzagoloff et al., 1990; Tzagoloff
et al., 1993, Pungartnik et al., 1999; Hiser et al., 2000). O cobre é doado para a proteina
Cox11p por acdo da proteina Cox17p que também atua no transporte deste elemento para a
proteina Scolp, também envolvida na montagem da COX (Horng et al., 2004). Estudos
demonstram que a proteina Coxllp encontrase ancorada na membrana interna da
mitocondria por um Unico seguimento transmembrana (Carr et al., 2005). A andlise da
sequiéncia protéica da PbCox11p também indica a presenca de um dominio transmenbrana
(Fig. 11). Egta proteina possui uma topologia conhecida como N “in” C “out”, onde a por¢éo
N-terminal esta voltada para a matriz mitocondrial e a por¢do C-terminal que contém varias
cisteinas, metioninas e histidinas capazes de se ligar ao cobre encontram-se exposta no espago
intermembranas, onde forma um homodimero que liga dois ions do Cu (1) (Carr et al., 2002;
Carr et a., 2005; Khalimonchuk et al., 2005). Na Fig. 11 podemos observar que a proteina
PbCox11p de P.brasiliensis também possui uma topologia predita com uma por¢édo N “in” C

“out”. Estas observagBes corroboram para a caracterizagdo desta proteinade P. brasiliensis.
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Sequence Length: 253

Sequence Number of predicted THMH=: 1
Sequence Exp number of AfAs in TMH=s: 23.02633
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FIGURA 11: Andlise deresiduos car acteristicos de hédlices de transmembrana na PbCox11p.
obtida a partir da ferramenta TMHMM Server v. 2.0 disponivel na pagina
http://www.cbs.dtu.dk/services TMHMM/.

Khalimonchuk e colaboradores em 2005 sugerem que a por¢ao N-terminal da proteina
Cox11p interage com os ribossomos mitocondriais mais que esta fungdo na tradugdo ainda
ndo é clara ja que a por¢do N-terminal ndo € essencial para a funcdo da proteina Cox11p.
Entretanto, a ligagdo entre a funcéo de Cox11p e o sistema mitocondrial de traducéo parece
ser conservada entre 0s organismos, desde que em Schizosaccharomyces pombe também se
observa a existéncia de uma extensdo na por¢do 5 da proteina relativa a Cox1lp de S
cerevisae que codifica para uma proteina similar (Rsm22p) as proteinas ribossomais
mitocondrial (Carr et al., 2005). Ainda segundo Khalimonchuk et al., 2005 e Banting e
Glerum (2006) a Cox11p pode gjudar na incorporacdo de cobre na subunidade Coxlp de uma
maneira co-translacionalmente e que de acordo com esta hipétese, os niveis de Coxlp estariam
reduzidos em um mutante nulo de cox11.

O mutante de cox1l é deficiente respiratério e para testarmos a capacidade de
complementacdo funcional heterdloga da proteina PbCox11lp de P.brasiliensis no mutante
nulo aW3034COX11::HIS3 de S. cerevisiae construimos o recombinante pMGL3/PbCOX11,
utilizando-se dos sitios Sacl e Pstl inseridos nas extremidades 5’ e 3' do gene respectivamente
na amplificagdo do mesmo a partir do cDNA poli(T). Este recombinante foi inserido no

mutante por transformagdo utilizando o método de acetato de litio como descrito em material
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e métodos. Os transformantes foram selecionados em meio minimo (WO) devidamente
suplementado e submetidos ao teste de crescimento em meio contendo fontes de carbono né&o
fermentaveis como etanol e glicerol (EG). Neste ensaio ndo obtivemos crescimento dos
transformantes indicando que embora a proteina PbCox11p de P. brasiliensis mantenha alta
similaridade de sequiéncia com a proteina ScCox11p de Scerevisiae, incluindo similaridade
com aregido caracteristica de hélice transmembrana e a regido do dominio ligante de cobre
(Fig. 12) essencial para a funcdo da proteina, a PbCox11p ndo € capaz de substituir a funcéo
homdloga neste organismo.



74

DhO0H11 1 ——————————-TrpgrierwsRnr ficL L ERT AsgUETR gr v aD ——— =
AnCOX11 i e HYCTIIISP

CzCOX11 1 —————————————IN:J._EPQ&?.SS“ AR r;rs JNAR DER I

NeCox11 1 - MSSTCRFV[SRRAVA JQSFS;E Sle=eEE ::r PS
SeCOX11 1 MIRTCPIVRSEYD#CTFLRSDSHIAD -LRR}'.I VALRSYS JHE"QPRHIF:-
H1COK11 1 —————————————;I.KFELR——E—‘J—';E;A ETRTSTINRTRFYRTTRLLENNGERIEFD s=:

ERCOHIL 47 T-—-
ZnCoEI1l 21 ————=
EFzCoXIl 4z E-EREEYT
NeCoE1L a3 SZPPQQRI‘:[I'I
ScCoX1l €l LIBNEIQQR
E1COHIL 4o LIBEEIEE

Y I'—'._T"'FL YEMT

ZE'I.GT..!:.LAH'TFL E

ERCOHIL S0
ZnCOEI1l o3
EFzCOEIL a7
NoCOX11 113
ScCoX1l 111
E1COEIL Sa

FRCOXEIL 143 g
ZnCoXI11 115 el
FzCOEIL 152 e
NoCOHIL 173 gl
ScCOXIl l1o4
F1CDHIL 145 @

DIIGVATY SVIERNEPY FSREIQ
DITEVATY SWTBEVAPYFSET

PbOOX11 205 o
pXtevy s RRNE RN | - F £ T DD DF G0 MBS IDT TTLS Y TF FEARY DDN GV LE}
e tw ey b BN S (O F F DD RN NS T T LS Y TF FEARY DR GE
Jofatwu o =t 1 1 L D T LD TR TH T LS Y TF FE AR Y DN LE g D{or] O
ScCoX1l 224 DEEL =T S0 SKEEISEMMA DEEAR STAN
E100¥11 209 SR SDRATEETVITSg-—————

TbCOKIl —  ——————m————— e
AnCOKIL —m—mmmm—mm—— o
EElOH1l ———mmm o
HeCOX1l ——————m——m—m e
ScCOX1l 284 AARTLSPEVIDTREDNSH
K1COKI1 —————mm——m—— e

FIGURA 12: Alinhamento da PbCox11p de P. brasiliensis (Pb) com as pr oteinas homdlogas
Aspergillus nidulans (An), Gibberella zeae (Gz), Neurospora crassa (Nc),
Saccharomyces cerevisiae (Sc) e Kluyveromyces lactis (KI). Residuos de aminoécidos
idénticos sdo pintados em preto e residuos com caracteristicas semelhantes estéo em
cinza. A barra vermelha indica a regido de hédlice transmembrana (abaixo) e a chave
indica o dominio ligante de cobre (acima).

4.1.5 PbCOX13

Para 0 estudo deste gene selecionamos a EST- CN243928-1 (Felipe et al., 2003). A
sequiencia completa do inserto deste clone indicou a presenca de uma ORF com 142 residuos
de aminoécidos (DQ003716) apresentando 32% de identidade a proteina ScCox6a de S

cerevisae. A ORF da PbCox13p foi extraida do vetor de clonagem pBluescript a partir de
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digestdo enzimética com Sacl e Xhol. Estes sitios fazem parte da regido de clonagem do vetor.
O fragmento contendo o gene PbCOX13 foi clonado em vetor de expressdo em S cerevisiae,
porem o teste de complementacéo funcional heter6loga no mutante se S. cerevisiae ndo foi
realizado. Andlise de comparacdo da sequiéncia da proteina PbCox13 com os polipeptideos de
outros organismos indica boa conservacéo de sequéncia (Fig. 13).
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FIGURA 13: Alinhamento da PbCox13p de P. brasiliensis (Pb) com as pr oteinas homdlogas
Gibberella zeae (Gz), Neurospora crassa (Nc), Saccharomyces cerevisae (Sc) e
Kluyveromyces lactis (K1), Magnaporthe grisea (Mg) e Schizosaccharomyces pombe (Sp).
Residuos de aminoécidos idénticos sdo pintados em preto e residuos com caracteristicas
semel hantes estéo em cinza.
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Andlise quanto a presenca de residuos caracteristicos de hélice transmembrana revela
alguns residuos tipicos de regides transmembrana entretanto nenhuma estrutura de hélice é
predita (Fig. 14A). Ja a proteina ScCoxVla de S cerevisiae, através da mesma andlise,
apresenta uma regido bem definida de hélice transmembrana (Fig. 14B). Esta observacéo
pode ser um indicativo da ndo complementacdo funcional, a exemplo do que também pode
estar ocorrendo com a proteina PbCox5A.

A # PbCOX13 Length: 142
# PbCOX13 Number of predicted TMHs: 2]
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FIGURA 14A: Andalise deresiduos car acteristicos de hélices de transmembr ana na PbCox13p.
obtida a patir da feramenta TMHMM Server v. 2.0 disponivedl na pégina
http://www.cbs.dtu.dk/services TMHMM)/. 14B: Andlise semehante com a proteina ScCoxVla
de S cerevisiae.
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Em Saccharomyces cerevisiae, o gene nuclear COX13 codifica para o subunidade Vla
do complexo da COX. Este é um gene de cdpia unica por genoma hapléide (Taanman e
Capaldi, 1993). Eda proteina é sintetizada como uma precursora compreendida de uma
sequencia lider de nove (09) residuos e um polipeptideo maduro de 120 residuos do
aminoécido. Mutantes nulos de COX13 apresentam uma taxa de crescimento ligeiramente
reduzida em fontes de carbono ndo fermentéveis entretanto o complexo da COX esta
integralmente montado nestas linhagens mutantes além deste complexo ser mais ativo em
meios com baixa concentracdo ibnica. Foram também observados efeitos distintos de ATP na
atividade da COX entre a linhagem mutante cox13 e a selvagem (COX13), sugerindo que o
ATP interage especificamente com esta subunidade, através da qual, modula a atividade da

citocromo c oxidase mitocondrial (Taanman e Capaldi, 1993).

4.1.5 PbCOX15

Através da andlise de comparacdo (tBLASTN) da seqiiéncia protéica da Cox15p de S
cerevisiae contra 0 banco de dados de sequéncias de ESTs e RSTs de P. braslienss,
identificamos duas ESTs (EST006267 e EST007018) originarias da biblioteca do consbrcio
da regido central do Brasil (Felipe et al., 2003), apresentando alto nivel de similaridade,
observado pelo valor de E-value (4e-27 e 6e-08) respectivamente.

O clone referente & EST006267 foi selecionado o para o estudo de caracterizagdo do
gene PbCOX15 de P. brasiliensis. O inserto de cDNA foi completamente seqlienciado através
da técnica de inser¢do de transposons (descrita em Material e Métodos) e verificou-se que ele
€ constituido de aproximadamente 2030 bp. Através da ferramenta ORFfinder do NCBI
identificamos um fase aberta de leitura (ORF) correspondendo a proteina PbCox15p que é
constituida por 491 residuos de aminoacidos. A sequiéncia completa do cDNA e a segiiéncia
peptidica da PbCox15p foram depositadas no GenBank/NCBI sob o nimero de acesso
DQO03717. A proteina deduzida a partir da ORF identificada compartilha 43% de
similaridade com a Cox15p de S. cerevisiae (Tabela 4) e tem uma predicdo de peso molecular
de 55KDa

A partir da andlise fisica de restricéo da seqiiéncia do cDNA (utilizando a ferramenta
NEBcutter www.neb.com) podemos nos certificar de que a ORF (PbCox15p) poderia ser
excisada direcionalmente para a clonagem em vetor de expressdo em S. cerevisiae utilizando
as enzimas Sacl e Kpnl, que cortam nas extremidades 5’ e 3' respectivamente do plasmideo,
adjacentes a0 inserto de cDNA. A digestdo enzimética seguiu as instrucdes do fabricante
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(New England Biolabs). O fragmento de tamanho esperado foi separado em gel preparativo
1% agarose eletroeluido e purificado por extracdo com fenol e éer seguido de precipitacdo
com etanol.

Utilizando o kit de ligagdo (Fast Link™ DNA Ligation Kit -EPICENTRE
TECHNOLOGIES), o fragmento Sacl/PbCOX15/Kpnl, purificado, foi ligado no vetor
pMGL4 previamente linearizado com as mesmas enzimas e tendo as extremidades 5’
defosforiladas com a enzima CIP — Calf Intestine Phosphatase. A mistura de ligacdo foi
inserida em E. coli DH10B por transformagdo pelo método de CaCl2 e 10 transformantes
foram coletados aleatoriamente. Os pDNAs dos transformantes coletados foram extraidos e a
selecdo do plasmideo recombinante pMGL4/PbCOX15 foi realizada através de
sequenciamento utilizando o oligonucleotideo (386 — 5-CAATATTTCAAGCTATAC-3')
especifico para este plasmideo. O recombinante selecionado foi entdo inserido por
transformacdo pelo método de LiOAc no mutante nulo aW3034cox15::HIS de S. cerevisiae.
Os transformantes foram selecionados em meio minimo (WO descrito em Material de
Métodos) devidamente suplementado e a capacidade da proteina PbCox15p de restaurar a
deficiéncia respiratdria dos mutantes de S. cerevisiae foi analisada quanto a capacidade de
crescimento em meio com fontes de carbono ndo fermentaveis (etanol e glicerol).

O crescimento dos transformantes incubados em estufa a 30 °C foi observado durante
o periodo suficiente e nenhum crescimento foi detectado em meio contendo etanol e glicerol
como fonte de carbono, indicando que embora esta proteina PbCox15p de P. brasliensis
compartilhe 43% de similaridade com a proteina Cox15p de S. cerevisiae esta ndo € capaz de
restaurar a deficiéncia respiratéria do mutante aW3034cox15::HIS de levedura S. cerevisiae.

Em S cerevisiae a proteina Cox15p foi inicialmente identificada por complementacdo
de mutantes do grupo de complementacdo G4 (Tzagoloff et al., 1975) através de
transformacdo de mutantes deste grupo com uma biblioteca gendmica de levedura. Os
mutantes deste grupo sdo deficientes respiratorios devido a incapacidade de sintese da
citocromo ¢ oxidase funcional, portanto, a proteina Cox15p € essencial para a montagem do
complexo da citocromo ¢ oxidase em S. cerevisiae (Glerum et al., 1997). Homélogos desta
proteina foram identificados em Schizosaccharomyces pombe e Caenorhabditis elegans
sugerindo que ela possa ser amplamente distribuida entre eucariotos (Glerum et al., 1997),
inclusive nos humanos. A identificagdo e caracterizagdo da hCox15p humana (Petruzzela et
al., 1998) indica uma proteina (AF026850) de 255 residuos apresentando cerca de 42% de
identidade com a Cox15p de S cerevisae e mutacfes neste gene humano h-COX15 j4 foi
descrita como responsavel pela desordem “Leigh syndrome” (Oquendo et a., 2004) e
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Antonicka et al., 2003, jA havia descrito que a super expressdo de hCOX15 pode
complementar funcionalmente a deficiéncia isolada de citocromo ¢ oxidase em fibroblastos de
pacientes com cardiomiopatia hipertrofica infantil fatal, o que corrobora para importancia de
identificagdo de caracterizacdo de genes associados a biosintese deste complexo (COX).

Embora Glerum et al., 1997, sugira que a Cox15p ndo esteja relacionada ao
metabolismo de cobre ou a biosintese de heme A, Barros et al., 2001 descreve que mutactes
neste gene (COX15) levam a perda de absor¢do visivel das bandas de citocromos a e a3 e
promove aumento da fregiiéncia de renovacgdo traducional das subunidades da citocromo ¢
oxidase. Diferentemente dos outros mutantes com perda de heme A, mutagdes no gene
COX15 bloqueia a sintese do grupo prostético (heme A) e ndo bloqueia a sintese de heme O,
sugerindo um fendtipo consistente com uma mutacdo que possa bloguear o Ultimo estagio da
biosintese de heme A, naqual ocorre a substituicdo do grupo metil do carbono oito do anel da
porfirina por um grupo formil (Barros et a., 2001). Em S pombe, COX15 esta fusionado a
YAH1, que codifica uma ferredoxina mitocondrial e a fusdo destes dois genesem S cerevisae
recupera a deficiéncia de ambos os mutantes sugerindo que a Yahlp atuam em conjunto com
a Cox15p e baseado nestes resultados Barros et a., 2001 sugere que a proteina Cox15p sgja
uma monooxigenase, que em conjunto com a ferredoxina mitocondrial Yahl e a ferredoxina
redutase Arhl catalisem a hidroxilagdo do heme O.

A PbCox15p de Paracoccidioides brasiliensis quando comparada com homologas de
outros fungos apresenta-se muito bem conservada ao longo de quase toda a sua extensdo (Fig.
15) deferindo apenas na regido que compreende 0s primeiros noventa residuos da regido N-
terminal e 10 a 12 residuos na por¢do C-terminal. Esta diferenca pode ser uma indicativa para
explicar a ndo complementacdo funcional desta proteina PbCox15p de P. brasliensis no
mutante de S cerevisae, sugerindo uma incompatibilidade de enderecamento para a
mitocondria, desde que normalmente a sequiéncia de enderecamento mitocondrial encontra-se
na por¢do inicial das proteinas exatamente onde a PbCox15p ndo apresenta uma boa
similaridade com a suahomdloga de S. cerevisiae.

Entretanto, pela andlise quanto a presenca de hélices transmembrana, pode-se observar
uma total conservagdo dos dominios transmembrana entre as proteinas de P. brasiliensise S
cerevisiae (Fig. 16A e 16B), tornando o resultado de incompatibilidade funcional um tanto

Curioso.
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FIGURA 15: Alinhamento da PbCox15p de P. brasiliensis (Pb) com as pr oteinas homdlogas.
Aspergillus nidulans (An), Aspergillus fumigatus (Af), Magnaporthe grisea (Mg) e Saccharonmyces
cerevisae (Sc). Residuos de aminodcidos idénticos sdo pintados em preto e residuos com
caracteristicas semelhantes estdo em cinza.
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FIGURA 16A: Analise deresiduos car acteristicos de hélices transmembrana na PbCox15p.
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obtida a partir da ferramenta TMHMM Server v. 2.0 disponivel na pagina

http://www.cbs.dtu.dk/services TMHMM/.

ScCox15p de S cerevisiae.

16B: Andlise semelhante com a proteina


http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
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4.1.6 PbCOX17

Identificamos pelos menos seis ESTs nos bancos de dados do P. brasliensis
apresentando excelente valor de E-value. Todas elas sdo do consorcio da regido central do
Brasil (Felipe et al., 2003). Para o estudo deste gene de P. brasiliensis selecionamos a EST
(EST006191). O inserto de cDNA originaimente clonado no pBluescript (Stratagene) foi
completamente sequienciado e contem aproximadamente 700bp. Andlise da seqliéncia pela
ferramenta ORFfinder do NCBI revelou a presenca de uma ORF de 78 residuos de
aminoécidos (predicdo de 8,3KDa) apresentando 47% de identidade com a proteina ScCox17p
de S cerevisiae.

A sequéncia completa do cDNA do PbCOX17 foi submetida a analisada fisica de
restricdo utilizando a ferramenta nebcutter disponivel no pagina da New England Biolabs.
Embora na regido do cDNA ndo existisse sitios apropriados, foi possivel excisar a ORF,
direcionada para clonagem em vetor de expressao, utilizando os sitios Sacl e Xhol presentes
na sequéncias adjacentes, que compreende as extremidades da inser¢do do plasmideo. O
fragmento Sacl/PbCOX17/Xhol, purificado, foi ligado no vetor pMGL4 previamente
linearizado com as enzimas Sacl e Sall e tendo as extremidades 5’ desfosforiladas. A mistura
de ligacdo foi inserida por transformagéo em E. coli DH10B competente. Coletamos 10 clones
aleatoriamente para extragdo do pDNA e a selecdo do recombinante pMGL4/PbCOX17 foi
realizada por sequenciamento. O recombinante pMGL4/PbCOX17 foi entdo inserido por
transformac&o no mutante nulo de S. cerevisiae aW3034cox17/TRIP pelo método de LiOAcC.
Os transformantes foram selecionados em meio minimo WO devidamente suplementado e a
capacidade de complementacdo funcional da deficiéncia respiratéria do mutante de levedura
pelo gene COX17 de P. brasiliensis foi observada pelo crescimento do mutante em etanol e
glicerol (EG). Todos os recombinantes aW3034cox17/TRIP/pMGLA/PbCOX17 apresentaram
crescimento comparavel ao selvagem (Fig. 17) ap0s o periodo de 48 horas de incubagdo a 30
°C.

Os resultados do ensaio de complementacdo funcional da proteina PbCox17p em
mutantes de S. cerevisiae indica que esta proteina € homologa a proteina ScCox17p .

O alinhamento da proteina PbCox17p de P. brasiliensis com as proteinas homélogas
de outros fungos (Fig. 18) indica que ndo existe boa similaridade na sequéncia de
enderecamento mitocondrial entre as proteinas comparadas. Entretanto, o restante da

sequiéncia protéica apresenta-se com similaridade bem homogénea o que provavelmente
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contribua para a preservagéo da fungéo em ambos os fungos (P. brasiliensis e S cerevisiae),
observado no sucesso da complementagdo funcional.

ScCox17p foi originalmente caracterizado em S. cerevisiae (Glerum et al., 1996a)
através de rastreamento genético por complementacéo funcional de mutantes com deficiéncia
respiratoria devido a inatividade do complexo da citocromo c oxidase. A deficiéncia
respiratoria dos mutantes de cox17 € restaurada pela adicdo de sais de cobre a0 meio de
cultura sugerindo que a ScCox1l7p estgja envolvida no transporte desses ions para a
mitocdndria (Glerum et al., 1996a). A proteina ScCox17p é uma metalochaperona encontrada
tanto no citoplasma quanto no espaco intermembrana mitocondrial (Beers et al., 1997)
envolvida no transporte de ions cobre tanto para Scolp quanto para Cox11p na formac&o do
centros CuA e CuB, respectivamente, no complexo da COX (Horng et al., 2004).

Nenhum dominio de hélice transmembrana é identificado nesta proteina em qualquer
organismo. A resolucéo por resonancia magnetica nuclear (NMR) da estrutura desta proteina
em estado oxidado mostrou que a Cox17p € encontrada em conformacdo “coiled-coil”
estabilizada por duas pontes disulfeto envolvendo as cisteinas Cys(26)/Cys(57) e
Cys(36)/Cys(47). Esta forma terciaria tem sido observada entre as proteinas que fazem parte
de uma classe de proteinas localizada no espaco intermembranar que contém o motivo Cys-
X(9)-Cys, com duas cisteinas sempre espagadas por nove residuos de aminoécidos (Arnesano
et al., 2005).



FIGURA 17- Complementacdo Funcional da PbCox17p.
Crescimento das linhagens selvagem (W), mutante deficiente respiratdria de S cerevisiae
aW3034cox17::TRIP (A) e do recombinante aW3034cox17:: TRIP/pMGL4/PbCOX17 (R)
em meiorico YPD e em meio contendo etanol/glicerol como fonte de carbono (EG) apds 48
horas de incubagéo a 30 °C.
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FIGURA 18: Alinhamento da PbCox17p de P. brasiliensis (Pb) com as pr oteinas homdlogas.
Aspergillus nidulans (An), Magnaporthe Grisea (Mg), Neurospora crassa (Nc),
Gibberella zeae (Gz), Podospora anserina (Pa) e Saccharomyces cerevisiae (Sc).
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4.1.7 PbCOX19

Somente uma seqiiéncia de EST foi identificada no bancos de dados de sequéncia de
P. brasiliensis, apresentado boa similaridade a proteina ScCox19p de S. cerevisiae. O clone
correspondente a EST014900 pertence a biblioteca do consorcio da regido central do Brasil
(Felipe et d., 2003).

O inserto de cDNA compreendendo cerca de 1kb foi completamente sequenciado. A
andlise da seguéncia indicou a presenca da ORF completa, correspondente a proteina
PbCox19p, constituida por 107 residuos de aminoécidos (predicéo de 11,3KDa) com 51% de
identidade a proteina Cox19 de S. cerevisiae.

Através da andlise fisica de restricdo da sequéncia do cDNA verificou-se a
possibilidade de excisdo da ORF direcionada para clonagem em vetor de expressao utilizando
as enzimas Sacl e Xhol. Apds a digestdo enzimética, o fragmento Sacl/PbCOX19/Xhol foi
isolado em gel preparativo 1% agarose extraido por eletroeluicdo e purificado por
precipitagdo com etanol. O fragmento purificado foi ligado no vetor pMGL4 previamente
linearizado com as enzimas Sacl e Sall e tendo as extremidades 5’ desfosforiladas. A mistura
de ligac&o foi inserida em E. coli DH10B por transformacéo e dez (10) transformantes foram
coletados aleatoriamente. Os pDNAs dos transformantes foram extraidos e a selecdo do
plasmideo recombinante pMGL4/PbCOX19 foi redlizada através de seqlenciamento. O
recombinante escolhido foi inserido por transformacdo pelo método de LIOAc em duas
linhagens de mutantes nulos cox19 distintos de S cerevisae. A linhagem mutante com
delecdo parcial do gene COX19 (aW3034cox19::LEU) e a linhagem mutante com delecéo
total do gene (aW3034cox19::HIS). Os transformantes foram selecionados em meio minimo
WO devidamente suplementado e a capacidade do gene PbCOX19 de restaurar a funcéo
respiratoria deficiente desses mutantes foi analisada quanto ao crescimento em meio com
fonte de carbono ndo fermentével (etanol e glicerol). Apds 48 horas de incubacdo em estufa a
30 °C verificou-se o crescimento das linhagens recombinantes de S. cerevisiae com o gene
PbCOX19 de P. brasiliensis em niveis comparaveis ao da linhagem selvagem (Fig. 19)
indicando que este gene de P. brasiliensis € ortélogo a0 gene ScCOX19 da levedura S.
cerevisae. Este resultado foi confirmada a partir de extragdo do pDNA de aguns
transformantes e fazendo-se a transformacao reversa nos mutantes de levedura

Em S cerevisiae a ScCox19p € uma proteina de aproximadamente 11-kDa necesséria
para a atividade da citocromo c¢ oxidase (NObrega et al., 2002). Assim como ScCox17p, a
proteina ScCox19 é uma proteina sollvel encontrada tanto no citoplasma como na
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mitocondria e & essa semelhanca soma-se a presenca de quatro cisteinas conservadas na
proteina ScCox19 em relagdo & ScCox17 sugerindo que, assim como ScCox17p, a proteina
ScCox19p também possa estar envolvida no transporte de cobre do citoplasma para a
mitocdndria (NObrega et al., 2002). Podemos observar na (Fig. 20) que as cisteinas séo
conservadas em todos os organismos comparados corroborando para a importancia desse
aminoécido na funcdo da mesma. Assim como a proteina Cox17p, nenhum dominio de hélice
transmembrana foi identificado na proteina Cox19p.

Este ndo é o primeiro relato em que as proteinas Cox17 e Cox19 sdo submetidas em
ensaios de complementacdo funcional heterdloga em mutantes de S. cerevisiae. Resultados
similares também foram obtidos os genes COX17 e COX19 da planta A. thaliana (Balandin
and Castresana, 2002; Attallah et al., 2007) e com o gene COX17 humano (Amaravadi et al.,
1997). Estes resultados indicam que esta proteina é bem conservada entre as diferentes

espécies de eucarioto.
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FIGURA 19: Complementac&o Funcional da PbCox19p. Crescimento das linhagens selvagem W303 (W),
dos mutante deficientes respiratério de S cerevisiae alW3034cox19::LEU (AL) e
aW3034cox19::HIS (AH) e dos recombinantes aW303A4cox19::LEU /pMGL4/PbCOX19 e
aW3034cox19::HISpMGL4/PbCOX19 (R) em meio rico YPD e em meio contendo
etanal/glicerol como fonte de carbono (EG) apds 48 horas de incubacdo a 30 °C.
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FIGURA 20: Alinhamento da PbCox19p de P. brasiliensis (Pb) com as pr oteinas homdlogas.
de Candida glabrata (Cg), Schizosaccharomyces pombe (Sp) Kluyveromyces lactis
(K1) e Saccharomyces cerevisiae (Sc).
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4.1.8 PbCOX23

A busca por ESTs de P. brasiliensis que apresentassem similaridade com a proteina
Cox23p de S cerevisiae retornou trés clones distintos de ESTs (EST008699 eST001598 e
EST019466), todos pertencentes ao consorcio da regido central do Brasil (Felipe et al.,2003).
Para 0 estudo deste gene de P. brasilienss selecionamos o clone EST008699. O fragmento do
inserto de cDNA foi inteiramente seqiienciado e é congtituido de aproximadamente 800bp e a
regido codificadora da PbCox23p € constituida por 76 residuos de aminoacidos gque apresenta
43% de similaridade a proteina homologa de S. cerevisiae (Tabela 4). O alinhamento entre as
regides é significativo entre os residuos 81 a 147 aa da ScCox23p que € constituida por 151 aa
(Fig. 21). A ORF da proteina PbCox23p de P. brasiliensis esta localizada bem no inicio da
sequéncia do cDNA da EST, que apresenta uma longa regido 3'UTR (n&o traduzida). Outra
ORF de 104 residuos € observada em outra fase aberta de leitura deste mesmo cDNA, porém
esta ndo apresenta similaridade com nenhuma outra proteina depositada nos bancos de dados
do GenBank/NCBI. Esta observac@o poderia indicar que a ORF codificadora da proteina
PbCox23 de P. brasiliensis ndo esteja completa no fragmento de cDNA entretanto, quando
olhamos para o alinhamento com as homélogas de outros fungos (Fig. 22) podemos observar
grande diversidade em ambas as extremidades da proteina. S. cerevisiae possui a maior regiao
N-terminal enquanto que em Aspergillus nidulans verifica-se a maior regido C-terminal. A
ORF referente a PbCox23p de Paracoccidioides brasiliensis apresenta maior similaridade
com a proteina homéloga de Neurospora crassa (Fig. 22). Considerando que somente S
cerevisae e Kluveromyces latis contem uma extensa regido N-terminal e que a parte
conservada da proteina Cox23 encontra-se na regido central, é possivel que a ORF de 76
residuos encontrada na EST008699 de P. brasiliensis possa estar completa. As sequéncias
nucleotidica e peptidica da proteina PbCox23p foram submetidas ao banco de dados do
GenBank/NCBI e pode ser acessada através do numero de acesso DQ402182.
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}I_ gi| 6321908 |ref|NP 011954.1| E Mitochondrial intermembrane 3pace protein that
functicna in mitochondrial copper homec3tasia, essential for functicnal cytochrome
cxidase expressicn; homolegous teo CoxlVp; Coxi3p [Saccharcmyces

cerevigiae]

Score = @8.2 bits (l1&3), Expect = 4e-10 Identities = 30/69 (43%), Pocaitives =
4g/69 (89%), Gapa = 3/69 (4%) Frame = +2
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FIGURA 21:Comparacao entre a PbCox23p e a seqiiéncia da proteina ScCox23.
Alinhamento por BLASTXx entre as seqiiéncias completa do cDNA da EST008699 de P. brasiliensis
correspondente a proteina PbCox23 e a seqliéncia da proteina ScCox23 de S cerevisae.
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FIGURA 22: Alinhamento da Cox23p de P. brasiliensis (Pb) com as proteinas homadl ogas.
de Aspergillus nidulans (An), Saccharomyces cerevisiae (Sc), Gibberella zeae (Gz), Neurospora
crassa (Nc) e Kluveromyces lactis (KI). Residuos de aminoaci dos idénticos sdo pintados em preto e
residuos com caracteristicas semelhantes est&o em cinza
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A excisdo a regido codificadora da proteina PbCox23p direcionada para clonagem no
vetor de expressdo em S. cerevisiae foi realizada através de dupla digestdo com as enzimas
Sacl e Kpnl.

A digestdo enzimética seguiu as instrugdes do fabricante (New England Biolabs). O
fragmento de tamanho esperado foi separado em gel preparativo 1% agarose eletroeluido,
purificado por extracdo com fenol e éter e precipitacdo com etanol. A ligacdo do fragmento
Sacl/PbCOX23/Kpnl purificado no vetor pMGL4 foi realizada utilizando-se o kit de ligagéo
(Fast Link™ DNA Ligation Kit -EPICENTRE TECHNOLOGIES). A mistura de ligagéo foi
inserida em E. coli DH10B por transformagdo pelo método de CaCl2 e 10 transformantes
foram coletados aeatoriamente. Os pDNAs dos transformantes coletados foram extraidos e a
selecdo do plasmideo recombinante pMGL4/PbCOX23 foi redlizada através de
sequienciamento utilizando o oligonucleotideo (386 — 5'-CAATATTTCAAGCTATAC-3). O
recombinante selecionado foi inserido por transformacdo, pelo método de LiOAc, no mutante
nulo a47414cox23::MHLU de S cerevisiae. Os transformantes foram selecionados em meio
minimo WO devidamente suplementado e a capacidade de complementacdo funcional da
proteina PbCox23p em restaurar a deficiéncia respiratoria dos mutantes de S. cerevisiae foi
analisada quanto a capacidade de crescimento em meio com fontes de carbono néo
fermentéveis (etanol e glicerol). O crescimento dos transformantes incubados em estufa a 30
°C foi observado durante o periodo necess&rio entretanto nenhum crescimento foi detectado
nesta condicdo, indicando que esta proteina ndo € capaz de restaurar a deficiéncia respiratoria
do mutante de levedura S. cerevisiae.

A Cox23p de S. cerevisiae € uma proteina sollvel também presente no citoplasma e no
espaco intermembranar mitocondrial. Sendo uma proteina soldvel também ndo apresenta
dominios de hélice transmembrana. E requerida para a homeostase mitocondrial e mutagio
neste gene leva a deficiéncia respiratéria devido a auséncia da citocromo ¢ oxidase funcional
(Barros et al., 2004). A Cox23p é homologa da Cox17p (Barros et a., 2004), uma
metalochaperona (Beers et a., 1997) envolvida no transporte de cobre para a mitocondria
(Glerum et al., 1996). Barros et a., 2004, também reporta que homologas desta proteina em
alguns fungos e em humano também sio desprovidas de regido N-terminal longa existente na
proteina Cox23p de S. cerevisiae e que a Cox23p de S. cerevisiae truncada nos primeiros 75
residuos ainda retém a capacidade de complementac&o funcional do respectivo mutante. Este
resultado favorece nossas expectativas de que a ORF de 76 residuos, identificada no genoma

de P. brasiliensis possa realmente estar completa e que a incapacidade de complementacéo
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funcional desta proteina PbCox23p no mutante a47414cox23::MHLU de S. cerevisiae ndo
esteja relacionada a auséncia da porcéo N-terminal.

4.1.9 PbPET100

Na busca inicial por sequéncias de ESTs de P. brasiliensis similares a proteina
Pet100p de S cerevisae identificamos somente um clone de EST (EST002126) o qual
pertence ap consorcio da regido central do Brasil (Felipe et a., 2003). O inserto de cDNA
deste clone foi completamente seqlienciado e analise com a ferramenta ORFFinder do NCBI
identificou uma ORF com 72 residuos de aminoacidos com 39% de identidade a proteina
ScPet100p de S.cerevisiae que é congtituida por 111 residuos. Esta ORF de 72 residuos de P.
brasiliensis ndo apresenta, portanto, a regido N-terminal da proteina. Entretanto, na anélise
pela ferramenta BLASTX/NCBI da sequéncia completa do inserto do cDNA indicou que a
regido N-terminal esta presente, alinhando com similaridade razoével a regid N-terminal da
proteina ScPet100p.

Em uma nova busca, agora utilizando a seqiéncia do inserto de cDNA do clone da
EST002126 como sonda, identificamos varios outros clones que apresentam similaridade com
a proteina Pet100p e inclusive uma EST (RC2-Pb30001-125H07) representante do isolado
Pb18, j& que a EST002126 é originéria do isolado Pb01. Portanto, além da possibilidade de
identificarmos a fase de leitura completa referente a proteina PbPet100p, agora também
teriamos a possibilidade de verificarmos se havia diferencas neste gene entre os dois isolados
(Pb01 e Pb18) de Paracoccidioides brasiliensis.

O inserto do clone referente a EST-RC2-Pb30001-125H07 foi totalmente seqiienciado
e a sequéncia obtida foi submetida a andlise através da ferramenta ORFfinder/NCBI. Neste
clone identificamos uma ORF com 103 residuos apresentando 42% de identidade com a
proteina Pet100p de S. cerevisiae. As seqiiéncias nucleotidica e peptidica foram submetida ao
GenBank/NCBI sob 0 niUmero de acesso AY 603796. A proteina PbPet100p predita, apresenta
uma massa molecular estimada de 11,5 KDa. A andlise através da ferramenta ORFfinder
mostra a presenca de uma microORF (34 residuos de aminoacido) em fase de leitura com
ORF de 103 residuos referente a PbPet100p naregido 5’ UTR, indicando gque este gene possa
ser regulado pos-transcricionalmente, ou seja, durante a traducéo.

Utilizando o par de iniciadores (senso- 5 AGAAAGAGCTCGAAAGAAA 3 e anti-
senso- 5 ACCGATCTGCAGTTAAAA 3') aregido da ORF de 103 residuos foi amplificada

a partir do cDNA original e clonada no vetor de expressdo pMGL3 de S. cerevisiae. Através
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dos iniciadores utilizados para amplificacdo da ORF, foi inserido os sitios de reconhecimento
para as enzimas Sacl e Pstl, nas extremidades 5 e 3’, respectivamente. O fragmento
amplificado e purificado foi inserido por transformagdo em célula competente E.coli DH10B.

ApoGs a transformagdo da mistura de ligagdo em E.coli DH10B os pDNAs dos
transformantes foram extraidos e analisados por seqlenciamento. O recombinante
pPMGL3/PbPET100 selecionado foi utilizado no ensaio de complementacdo funcional do
mutante nulo aW3034pet100/HIS de S cerevisae. N& obtivemos a complementacéo
funcional da deficiéncia respiratoria deste mutante de S. cerevisiae com o gene PbPET100,
indicando que a PbPet100p néo é capaz de substituir afuncdo da ScPet100p.

Através de andlise de comparacdo de sequéncia das duas ESTs de P. brasliensis
referentes ao gene PbPET100, sendo a EST002126 do isolado Ph01 e a EST-RC2-Pb30001-
125H07 do isolado Pbl8, verificou-se a existéncia de diferencas de segiiéncia entre os dois
isolados. A analise pelo BLAST-2-sequence do NCBI indica as regifes das sequiéncias que
apresentam diversidade (Fig. 23).

Sequence 1: Ic|EST002126
Length = 1002 (1 .. 1002)

Sequence 2: IclRC2-Pb30001-125H07
Length =971 (1 .. 971)

2 &

ey
—
—_— /

] ———
—_—
——

«f 1

NOTE:Bitscore and expect value are calculated based on the size of the nr database.

NOTE:IS protein translation is reversed, please repeat the search with reverse strand of the query sequence.

FIGURA 23: Compar agéo das seqiiéncias das ESTs RC2-Pb30001-125H07-Pb18 e EST 002126-Pb01.
através da ferramenta BLAST 2 sequence do NCBI indicando presenca regifes diferenciadas
entre os doisisolados de P. brasiliensis.

Analisando os detalhes das seqiiéncias de cDNAs dos dois isolados de P. brasiliensis
podemos observar melhor esta diversidade (Fig. 24). Na sequiéncia da EST do Pb18 temos a
presenca de um microORF com 34 residuos (comentada acima) em fase com a regido
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codificadora da proteina PbPet100 enquanto que na EST do Pb0Ol1 ndo verificamos nenhuma,

pelo menos ndo em fase.

>PbPET100 Pb1l8 (RC2-Fb30001-125H07)
AATTCCCGGGATGGARGACGACGAGGCGCAGACTACAGAGRATATT TCCTGCGCaRATTGE GCCGCARTTCGE
GAACCCCCCTCTTCATATCCGTCCGTTCCATCTTTCGTGGATTCACTCGTTGCT TTGAATACATCGAACCCET
CCTATCGCTTGAACCCAGTTCGACACTGETATCTCCTCCTGGAGTCCCCCGTCAGCACATCGCTTTCGCGGAA
GCGAARARGACCAATATTTCTGT TCAGARAARAANGGGCCTCTCCTACACTTCACTTTTGAATACATGGGGRARL
GTATAGAGGTATAANEEARALGAATTACCAGGCAGAARLGACCAGAAGGAAAGARATAGEAGAACATATCARTC
CACCTTCTACAACARAATCCAAGACTACTGCAARAGGAATATA Ml ccAGATACGAA CRARGARRGATACATG
AGAGGAACCCCCGCGCATCTCTACTAATCAACAMPECTCACCGCCATCCTCCECAGGCTCCARGECGEEAACT
TGGAAGTCTTCAAGTTCGGCATCTATATCCTTTTCCCCATCGGCTGCAT GTACTACTTCGGCACRAACCTCGR
AGAACGCTTCTCCGTCCCCGGCTACTGGCCCACGRAGGAGCAATCGCATAAGAT TCCGATGGAGCTAGAGGAG
ATTGAGAAGGAATTGGCACGCATGALTAAGCAGAAGGCGCT GAGGAGAGCGCAGC TGARAGEGEAGRATGCCE
AGLAGCCAGAGTGGALCTEEEHET oG T EEENE =C CGAGECEEETTCAMBEC L TGGATGTTGGARARCALCT
GGGATGGTTGTATGTGGACGT TGTTTATGGGGTGT T TTAAC TGGAGATCGGTAACATCTT TGCTCCTTCARTT
CTCTTTCGTTTTATATATATARATGGATGTGAGGATGCATTGT TAGATCGTGGATCTTAATTTGGCATGGGAT
TGAGGAGTTGAGGAGT TTGAGATAGGATT TAATTCTTGTTCTTTT TARAAAANARANRAAARANRAAARARAL
AAARAAANRAARAARNNANLD

>PbPET100 Pb01 (EST002126)
AACTAGTGGATCCCCCGETGCTGCAGGRAT TCGGCACGAGGACCARCTGARAAGACAGCGGARGCTGGAGGGR
GAGAGTGCGCAGATACAGAAGTAATTCTGCCAATCGGCCGCAATTCGAGAACCCCTCTCTTTCATTTCCGTCC
GTTCCATCTGTCGAGATTCGCTCGTTGCT TTGARTACATCGAACCCGTTCTATCGCTTGAACCCAGTTCGRAL
CTGGETCTCCTCCTGAGTCCCCOGCAGCACATCGCTTTCGTGGAAGCGARARAGGGCARTATTTCTGTTCGRAL
AAAGGGCCTCTCCTACACTCCACTTTTGARTACATGGGGARAGTACAAGAGGTATARATGAARARGAATTACT
AGGCAGAALGARAGACCAGAAGGARLGAARTAGAAGAACATATCAATCTACCTCCTACRACACAATCCARGGC
GGGAACCTGGAAGTCTTCAAGTTCGGCATCTACATCCTTTTCCCCATCGGCTGGATGTACTACTTCGGCACRL
ATCTCGAAGAACGCTTCTCCGTCCCCGGCTACTGGCCCACGALGGAGCARTCGCATARGAT TCCAATGGATCT
AGAGGAGATTGAGAAGGAATTGACACGCATGAATAGGCAGAGGGCGCTGAGGAGAGCGCAGCTGAALGGGEAG
AATGTCGAGAGTCAGGETGGALCT BN e G C G GACGGATTCGTGAGAT GEATGT TGGAT GCLAC
TGGEGETGGTTGTATGTGAACGTTGTTTATGGGGTGT TT TAACTGGAGAT CGGTAACATCT TTGCTCCTTCART
TCTCCTTCGTTATATATATATATATATATATATATARATAGATGTGAGGATGCATTGT TAGATCTTGGATCTT
AATTTGGCATGGGATTGAGGAGT TGAGGAGT TTGAGATAAGATTTAATTCTTGT TCTTTTTTTTGTTTTCCAT
TTTAGGGGGTTTGCATATTGTGAATATAT CTGTAGAGCCACTCCAGARRAAT TTARARAGACATGAAGCCETT
TAAARRARAARARAND

FIGURA 24: Compar agéo das seqiiéncias das EST s RC2-Pb30001-125H07-Pb18 e EST 002126-Pb01
indicando as regides diferenciadas entre os dois isolados de P. brasiliensis Presenca de uma
microORF na regido 5’ UTR em fase com a ORF codificadora da proteina PbPet100 do isolado
Pb18. Auséncia de umarepeticado GGGAGT naregido C-terminal da proteina no isolado PbOl ea
diferenca de tamanho da repeticdo TA naregido 3' UTR de ambos os isolados.
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Outradiferenca é o tamanho da repeticdo (TA) observada naregido 3'-UTR de ambos
osisolados, sendo bem maior na EST do Pb01. Naregido compreendendo a ORF referente a
proteina PbPet100p, aém da diferenca de tamanho, também observamos a auséncia de uma
repeticdo (GGGAGT) na sequéncia do isolado Ph01. A observacOes obtidas sugerem que
este gene PbPET100 representa mais um gene de P. brasiliensis que apresenta variages entre
isolados.

O alinhamento das sequiéncias das proteinas PbPet100 dos isolados Pb01 e Pb18 com
as proteinas homologas e de outros organismos pode ser observados na figura 25. Existe
grande variagdo na regido C-terminal das proteinas. De acordo com Forsha et al., 2001 a
por¢do C-terminal da proteina compreendendo os Ultimos 62 residuos de aminoacidos sdo
essenciais para a fungdo da ScPet100p. Esta diversidade nesta regido da proteina de P.
brasiliensis em relacdo a proteina Pet100 de S. cerevisiae pode ser uma indicativa para
explicar a auséncia de complementagdo funcional da proteina PbPet100 na linhagem mutante

de S cerevisiae.

Pb18-PET100 1 EJLE"I.-"F'ELIFGIYILFPIGIﬂ".fFGTNI.P!.F:'_""PG W

Pb01-PET100 1 ——— e MYYFGTNLENRESVECEW
An-PET100 1 EJLE"I.TFT{FGHY‘VI.FPIG
Nc-PET100 1 ————————- eV LE V FREGH Y EMF PI G

Mg-PET100 R MEININ LEV FREGMY MME P G
Sc—-PET100 1 A
Ca-PET100 1 YYRYC

sBscsesesesaERGS-————————
S@GGSGSGSABTDS———————————
QWETLEAQSQATAQAQRQSQONQSVSE
rRO®OCOOHSNDRE-————————————
FARIRPOAPERMSRTE ——— ———————
FFGCLDLEEFKRK I KRDLATKEG-——
LGISEEDFEERQQQEILS———————

Pbl8-PET100 59
Pb01-PET100 30
An-PET100 58
Nc-PET100 51
Mg-PET100 51
Sc-PET100 61
Ca-PET100 30

FIGURA 25: Alinhamento das proteinas PbPet100 dos dois isolados (Pb01 e Pb18) de P. brasiliensis (Pb)
com as proteinas homdlogas de Aspergillus nidulans (An), Saccharomyces cerevisae (Sc),
Neurospora crassa (Nc), Magnaporthe grisea (Mg) e Candida albicans (Ca). Residuos de
aminoaci dos i dénticos sdo pintados em preto e residuos com caracteristicas semelhantes estdo em
cinza
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indicou a presenca de uma hélice de membrana nesta proteina (Fig. 26A), localizada na regido

N-terminal da proteinade P. brasiliensis.

/\ # Pbl8-PET100 Length: 103
# Pbl8-PET100 Number of predicted TMHS: 1
# Pbl8-PET100 Exp number of AZs in TMH=: 19.43571
# Pbl8-PET100 Exp number, first 60 Akhs: 19.43571
# Pbl8-PET100 Total prob of MN-in: 0.83713
# Pbl8-PET100 POSSIBLE N-term signal sequence
PFbl8-PET100 TMHMMZ . O inside 1 1z
PFbl8-PET100 TMHMMZ . O THMhelix 13 35
PFbl8-PET100 TMHMMZ . O outside 36 103

TMHMM posterior probabilities for Pb1a-PET100

probability

20 40 &0 aa 100
transmembrane inside outside
E3 $# S5c-PET100 Length: 111
# S5c-PET100 Number of predicted TMHs: O
# S5c-PET100 Exp number of AZs in TMH=: 16.63809
# S5c-PET100 Exp number, first 60 RARs: 16.63809
# Sc-PET100 Total prob of N-in: 0.65423
# Sc-PET100 PCSSIBLE N-term signal sequence
S5c-PET100 TMHMMZ . O outside 1 111
TMHMM posterior probabilities for Sc-PET100
12 T
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=
=
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FIGURA 26A: Analise deresiduos car acteristicos de hélices transmembr ana na PbPet100p.
obtida a partir da ferramenta TMHMM Server v. 2.0 disponivel na pagina

http://www.cbs.dtu.dk/services TMHMM/.

proteina ScPet100p de S cerevisiae.

26B: Andise semdhante com a


http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/

96

Esta mesma andlise também identifica residuos caracteristicos de hélices de membrana
na proteina ScPet100p de S. cerevisiae (Fig. 26B) entretanto nenhuma hélice é predita. De
acordo com Church et al., (2005), a proteina ScPet100p de S. cerevisiae ndo esta presente no
citoplasma e na mitocondria é predominantemente encontra na membrana interna, como uma

proteina integral, ndo tendo sido localizada na matriz ou no espaco intermembranas.

As linhagens de S. cerevisiae com mutagdo nula do gene PET100 perdem a atividade
da citocromo c¢ oxidase devido & auséncia dos citocromos a e a3, portanto, a proteina
ScPet100p é requerida para a biogénese do complexo da citocromo c oxidase ativa
Entretanto, ndo é necessaria para sintese, processamento ou transporte de subunidades da
citocromo ¢ oxidase para a membrana interna da mitocondria e nem para a sintese do grupo
heme A. Os estudos sugerem que a Pet100p ndo é requerida para a sintese ou localizagdo das
subunidades da COX na mitocondria, mas € requerida em estagios posteriores na montagem
do complexo indicando que a ScPet100p poderia estar atuando tanto na organizacdo das
subunidades como na montagem das mesmas no complexo da citocromo ¢ oxidase funcional
(Church et al., 1996).

A proteina ScPet100p embora ndo tenha sido encontrada como parte da holoenzima
citocromo c oxidase foi identificada em um sub-complexo incluindo as subunidades V11, Vlla
e VIl aravés de experimentos de sedimentacGes em gradientes de sucrose e, portanto embora
se saiba que esta proteina seja necessaria para a biogénese do complexo citocromo ¢ oxidase
funcional estudos futuros ainda deverdo ser realizados para se determinar a fungdo especifica
da mesma. Provavelmente esta proteina seja a primeira chaperonina envolvida na montagem
do complexo da citocromo c oxidase identificada que ndo esta participando da montagem do

grupo heme A ou no recrutamento de ions cobre para a mitocondria (Church et al., 2005).

4.1.10 PbPET112

Para estudarmos o gene PET112 de P. brasiliensis homélogo da proteina Pet112p de
S cerevisae selecionamos a EST-VP1-Pb30001-203E03 (Goldman et al., 2003). O
sequienciamento completo do inserto deste clone foi realizado utilizando-se a técnica de
insercéo de transposons. O cDNA completo € congtituido de aproximadamente 2003bp. A
fase aberta de leitura correspondendo a proteina PbPet112p é constituida por 603 residuos de
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aminoacido e foi identificada utilizando-se a ferramenta ORFfinder do NCBI. Esta ORF
compartilha 32% de identidade com a proteina Pet112p de S. cerevisiae e contém os dominios
conservados (GatB) dafamilia de proteinas Pet112p (Fig. 27).

1 125 250 37T Son B03
1 | 1 1 1 ] | | 1 1 1 1 1 | 1 1 | 1 1 | | 1 | 1 1l
GatB
GatB
GatE
GatE
Descriptions

H Title Pssmid Multi-Dom E-value
[Hpfam02934, GatB_M, PET112 family, N terminal region.. 42872 Mo de-77
[+pfam02637, GatB_Ygey, GatB/Ygey domain. This domain is found in GatB and proteins rela... 42603 Mo 3e-19
[Hpfarm01162, GatB, FET112 family, C terminal region.. 41226 Mo Te-13
HCOGO064, GatB, Asp-tRNAASNIGIUARMAGIN amidotransferase B subunit (PET112 homolog) [Tr... 30413 Yes Ge-119
[HC0G2511, GatE, Archaeal GIuARMAGIN amidotransferase subunit E (contains GAD domain) [... 32581 Yes 2e-15
HCOG2511, GateE, Archaeal Glu4RMAGIN amidotransferase subunit E (contains GAD domain) [... 32581 Yes 5e-10

FIGURA 27: Alinhamento por BLASTp da ORF referente a proteina Pet112p de P. brasiliensis.
identificada na EST-VP1-Pb30001-203E03. A figura mostra os dominios conservados da
familia de proteina Pet112.

Uma andlise de seqiiéncia peptidica da PbPet112p, utilizando a ferramenta EditSeq do
programa DNASTAR indica que esta proteina possui uma massa molecular de
aproximadamente 66,7KDa. As seqiiéncias nucleotidica e peptidica referente & PbPet112p
foram depositadas no bancos de dados do GenBank/NCBI com o nimero de acesso
DQ402183.

Para excisdo desta ORF direcionada para clonagem em vetor de expressdo de S
cerevisiae utilizou-se as enzimas Kpnl e Xbal. Ambos os sitios estando presentes nas
extremidades adjacentes do plasmideo original de clonagem (pCMV-Sport6 da Invitrogen). A
digestdo foi realizada de acordo com as instrugdes do fabricante (New England Biolabs). O
fragmento Kpnl/PbPET112/Xbal foi separado em gel preparativo 1% agarose e recuperado do
gel por eletroeluicdo, seguido de purificagdo por extragdo com fenol e éter e precipitacdo com
etanol. O fragmento purificado Kpnl/PbPET112/Xbal foi ligado no vetor de expresséo
pMGL4, previamente linearizado com as mesmas enzimas e tendo as extremidades 5’
defosforiladas pela enzima CIP —Calf Intestine Phosphatase. O recombinante foi entdo
selecionado por transformacgdo da mistura de ligagdo em E.coli DH10B competente seguido
de analise por sequienciamento dos pDNAS isolados dos transformantes.

O gene PET112 est4 envolvido no processo de sintese protéica mitocondrial e

consequentemente o mutante aW4741Apet112/MHLU possui 0 genoma mitocondrial muito
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instédvel. Embora, vérias tentativas de se isolar uma linhagem mutante de pet112 contendo o
mtDNA integro tenham sido realizadas este objetivo néo foi atingido, portanto, os testes de
complementacdo funcional do gene PbPET112 em mutantes de S cerevisiae também n&o
foram realizados.

A complementacdo heterdloga funcional em mutantes de gene em S. cerevisiae ja foi
obtida com a proteina homologa Pet112p da bactéria B. subtilis (Kim et al., 1997).

O gene nuclear PET112 foi identificado em S cerevisiae atravez da analise de um
mutante (pontual) pet112 que apresenta umainibigdo na concentragdo da Cox2p enquanto que
o nivel de mRNA para o gene COX2 no mutante pet112 apresenta-se normal. Delecdo do
gene PET112 em S cerevisae desestabiliza 0 genoma mitocondrial, sugerindo que esta
proteina possa estar envolvida na sintese protéica da mitocondria (Mulero et al., 1994).

Em uma busca por sequiéncias relacionadas ao gene PET112 nos bancos de dados de
ESTs, Petruzzella e colaboradores (1998) identificaram um cDNA no genoma humano que
possui uma fase de leitura correspondendo a homologa desta proteina (Pet112-like) em que
compartilha 30% de similaridade com a proteina Petl12p de S cerevisae. Testes de
complementacdo funcional com esta proteina (Petl12-like) humana ainda ndo foram
descritos.

Nenhum dominio de hélice transmembrana foi identificado nesta proteina de P.
brasilienssou em S cerevisae.

O alinhamento da proteina Pet112p identificada em P. brasiliensis com as homélogas
de outros fungos e com a proteina Pet112 da bactéria B. subtilis (Fig. 28) indica um bom nivel
de conservacdo da PbPet112p em vérias regides entretanto ha vérias regides onde ndo existe
semelhanga alguma. Se considerarmos a importancia da regido N-termina na
complementacéo heteréloga, podemos perceber que ha pouca ou nenhuma semelhanca nesta
regido entre as proteinas de P. brasiliensis e de S cerevisiae, ao contrario do que ocorre entre
as proteinas de S. cerevisiae e B.subtilis (que sdo funcionalmente intercambiaveis) existindo
alta similaridade nestaregido (Fig. 28).



PbPET112

Pb
Ao
Nc
Bs
Sc

Pb
Ao
Nc
Bs
Sc

Pb
Ao
Nc
Bs
Sc

Pb
Ao
Nc
Bs
Sc

Pb
Ao
Nc
Bs
Sc

Pb
Ao
Nc
Bs
Sc

Pb
Ao
Nc
Bs
Sc

Pb
Ao
Nc
Bs
Sc

Pb
Ao
Nc
Bs
Sc

1 --M RQCLSREAACPCYR! AAGGTEL TGCLYPQSERIS STSRR- - - === =---
1 cemmeme- M_EPW. RQSTRAARSL PCCQCPRPY SR EPTLTSPSSEVRR: - - - - - - - - - -
1 MPRI PTVELSEYLLTGH ASPGCLRARAAL PGKN (&AL GGAPL PERQLQPRQHARYLTT

49 - - Al DTQTSGAENGADY\EL ETEMRESNEEGEAATE- - [LGEVSPP '
42 ------ LQTSASES PARKQL KENAKIIKN A ReIRRES =T ER
61 ETSFANPSATTESP. = PO RUE O AL K SGa KK 44SSDNQTVPG

105
95
121
14
38

NS

ASHE DIPNSNVALFDLAFPGSQPEFQ
AT Dz PNIEVARFDLAL PGSQPEF QAT PAVRAAL AL NCE
SP- - - AHFGAEZNSNTNY/ RIEYZeVL =Y\

162
152
178
71
98

2DNPRAYQ SEREPIIEENGY| b TREH
] ) ~ ISKELDDI DES- - AKE[fe]L @ )

222
212
238
124
156

279
269
295
180
216

339
329
347
230
260

396
386
404
287
318

456 DDFSeeCK- - -

GV HEL GGL L i\ BHPSERYPA
445 PKSREELAR:- - ACNN MESREEMUTNAD- - - - - -~ - - == -~ - - - AP ASRYSAL
1A N R = Re I T DSASSSSCSDPDVLEGLAMIPL GESPLYPS

|

E

Q
462 QAVPEE

Q

A

A

A
339 ----ceean-- LN E eV YL KN VELKDTQITPENIRG
376 SKLABERSNAKIPTIN AN EEFLEOINLEI P- - - - - oo Z| [lAPPVFR

FIGURA 28: Alinhamento da PbPet112p de P. brasiliensis (Pb) com as proteinas homdlogas (continua)
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FIGURA 28: Alinhamento da PbPet112p de P. brasliensis (Pb) com as proteinas homdlogas

(continuacéo). Aspergillus oryzae (Ao), Neurospora crassa (Nc), Bacillus subtilis (Bs) e
Saccharomyces cerevisiae (Sc). Residuos de aminodcidos idénticos sdo pintados em preto e
residuos com caracteristicas semelhantes est&o em cinza
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4.1.11 PbPET191

Usando a seqliéncia da proteina Pet191 de Saccharomyces cerevisiae como sonda para
identificagdo de EST e RSTs no banco de dados de P. brasiliensis identificarmos somente um
clone de ESTs (EST013844) que apresentou smilaridade significativa. O clone
correspondente a esta EST pertence a biblioteca do consbrcio da regido central do Brasil
(Felipe et al., 2003). Entretanto este clone ndo foi utilizado devido a falha de obtencdo da
excisdo do plasmideo (pBluescript do fago lambda) contendo esta EST embora tenhamos
realizado este procedimento com sucesso em varias outras amostras. Analise de comparacéo
por BLASTn da seqiéncia da EST013844 contra o banco de P. brasiliensis também n&o
identificou nenhum outro clone com similaridade significativa. Portanto, para o estudo deste
gene, a estratégia utilizada foi a clonagem da regido codificadora a partir de amplificacéo
direta do DNA gendmico por PCR utilizando-se os 6ligo nucleotideos especificos (senso: 5'-
CGTGCGGAGCTCGATTGTGTT-3 e anti-senso: 5-TCCGTTCTGCAGCTCCCCC-3)),
desenhados com base na seqiiéncia da EST013844. Ao desenhar os oligos iniciadores inseriu-
se 0s sitios de reconhecimento das enzimas Sacl e Pstl nas extremidades 5' e 3' da regido
codificadora do gene PbPET191. A amplificacdo por PCR foi realizada a partir de DNA
gendmico de P. brasiliensis nas seguintes condigdes. Uma desnaturacdo inicial de 94 °C por 4
minutos, seguido por 35 ciclos de: desnaturagdo a 94 °C por 1 minuto; anelamento dos oligos
iniciadores a 55 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto. Apos os 35 ciclos
seguiu-se mais 10 minutos a 72 °C e finalmente resfriamento a4 °C.

O produto amplificado (~640 bp) foi submetido a dupla digestdo com as enzimas Sacl
e Pstl seguindo as condigdes do fabricante (Fermentas Life Sciences). O produto da digestéo
foi purificado e ligado no vetor pMGL3 previamente digerido nas mesmas condicoes e tendo
suas extremidades 5 desfoforiladas com a enzima CIAP — “Calf Intestine Alkaline
Phosfatase”. A ligagdo seguiu o protocolo do fabricante (Promega). A mistura de ligagéo foi
inserida por transformacdo na bactéria E.coli DH30B competente, preparada pelo método de
Cloreto de Célcio. Obtivemos vérios transformantes sendo coletados aleatoriamente cerca de
dez (10) deles para extracdo e andlise de seus insertos por seqlenciamento. Dos dez
transformantes analisados somente um, continha o fragmento gendmico referente ao gene
PbPET191. O produto da amplificacéo foi clonado diretamente no vetor de expresséo pMGL 3
como o objetivo de realizar 0 ensaio de complementacdo heterdloga direta (a partir do DNA
gendbmico) no mutante de S. cerevisiae. Entretanto, uma andlise por BLASTN da segiiéncia

consenso obtida contra a seqiéncia da EST013844 revelou a presenca de dois introns
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interrompendo a regido codificadora deste gene de P. brasiliensis. Portanto, inviabilizando o
ensaio de complementacdo funcional, que ndo foi realizado até o momento com este gene.

Os motivos candnicos de borda intronica (5° GT...AG 3') gque interrompem o gene
PbPET191 podem ser observados na figura 29. A proteina PbPet191p predita a partir da
sequiéncia de nucleotideos é constituida por 123 residuos com massa molecular estimada de
13.1 KDa.

O alinhamento da seqiiéncia da proteina PbPet191p com as homdlogas de outros
organismos indica que esta proteina é altamente conservada entre os fungos (Fig. 30)
entretanto, com a proteina de S. cerevisiae o grau de similaridade € bem menor.

O gene PET191 identificado e caracterizado (McEwen et al., 1993) como codificador
de um fator de montagem do complexo da citocromo ¢ oxidade devido a capacidade de
restaurar a deficiéncia respiratéria de mutantes respiratérios de S. cerevisiae. Entretanto, ainda
ndo foi definida nenhuma funcéo especifica para esta proteina. Pela escassez de EST (uma)
encontrada nos bancos de dados de P. braslienses deve ser um gene pouco expresso
entretanto é bem conservado entre os fungos analisados (Fig. 30).

Um estudo feito entre 53 pacientes, com deficiéncia da citocromo c oxidase,
analisaram a presenca de mutagoes em trés genes (COX16, COX19 e PET191) relacionados
com atividade da COX entretanto, ndo foram identificadas nenhum tipo de mutacdo nesses
trés genes que pudessem ser responsaveis pela deficiéncia (Tay et al., 2004).

=>PCER Fhkl& FbhPET191

TG T GEARGAGATCAR T AR CAGGATATCATTATARTTAT AR NGCCCAGCTCCTGCARAGATATCCGTALGTT
CTCCATCTTAGATACCTTCEATATATCATTCAGTGCCCARGTGCCTATCCARATTCCCGETGCCCCTGLCTITCC
CCITCGAGCATATTARATTGTGCCTGCTAAGGTTITICCARCTAGEGCCTCGCCCTGECACAGTGCCTCCAACH
ATCCGACTGCATATTAGTTCAACAGARAGCACCGCATGARATGCCTCAGACCCOCGCACCTCGATGAGCTACCC
GTGARATGTCAGCARTTACGCARGEGECCTCGETGRAATGCARGTGCGTTGARRACTCCCCGTTATTCCTCARAT
TCCACTCTRGCAGTCARLATTGTGCCGTTALCTARCCEECCCATGTTGEALRRCCRARTARCAGACEGEEERALT GG
TAGATATGCGCARGCGGTTCCGCGETARCCARCCCATCGCATTGEEEAATGAAGTCGATTCCARMACAGETGA
AGTTATTAGTAARCAGARAGCCGETTARRACAGTTGTATGCGEECAAGCCGECGTTITCAAAGTGTCAAGGAGATT
AATGEETGATGARGETGCAGATGEGATCCAGAGARGAC GAGGGGTCTG-ETEAC GEGEGE

FIGURA 29: Andlise da seqliéncia consenso do inserto da construgdo pM GL 3/PbPET191.
indicando a regido codificadora do gene PET191 de P. brasliensis bem como os introns e as bordas
intrénicas (5° GT...AG 3').
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FIGURA 30: Mltiplo alinhamento das seqliéncias das proteinas Pet191p de Paracoccidioides brasiliensis.
dos isolados Pb18 e PbOl com as proteinas homdlogas, de Ajellomyces capsulatus (Ac),
Coccidioides immitis (Ci) e Saccharomyces cerevisae (). Residuos de aminoécidos idénticos
sd0 pintados em preto e residuos com caracteristicas semelhantes estdo em cinza.

4.1.12 PbMSS51

Utilizando a seguiéncia da proteina Mss51p de Saccharomyces cerevisiae em andlise
comparativa de sequéncias através da ferramenta tBLASTn identificamos nos bancos de
dados de ESTs de Paracoccidioides brasiliensis vérias ESTs apresentando alto nivel de
similaridade com a proteina da levedura S. cerevisiae. Para 0 estudo do gene PbMSS51 de P.
brasiliensis selecionou-se o clone de EST-VP1-Pb00001-166F10 que pertence a biblioteca do
consorcio paulista (Goldman et al., 2003). O inserto deste clone foi inteiramente seqlienciado
através da técnica de seqlienciamento por inser¢do de transposons e a seqiiéncia completa do
cDNA consiste de aproximadamente 1774bp. Utilizando a ferramenta ORFFinder do NCBI
identificou-se uma fase aberta de leitura referente a proteina Msss1p de P. brasiliensis que é
congtituida de 514 residuos. Esta ORF compartilha 38% de identidade com a proteina
SMsshlp (Tabela 4). As sequéncia nucleotidica e peptidica deste gene de P. brasliensis
foram depositadas no GenBank/NCBI com nimero de acesso DQ003715.

Por andlise do mapa fisico de restricdo da seqiiéncia completa do cDNA utilizando-se
a ferramenta nebcutter da New England Biolabs, identificou-se os sitios para as enzimas Kpnl

e Xbal nas extremidades 5’ e 3’ da regido da ORF que excisdo a ORF direcionado para a
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construcdo do recombinante com o vetor de expressdéo pMGL4 de S. cerevisiae. A digestéo
seguiu as instrugtes do fabricante (New England Biolabs) das enzimas e ap0s a digestdo com
as respectivas enzimas de restricdo o fragmento Kpnl/PbMSS51/Xbal foi isolado em gel
preparativo 1% agarose e recuperado do gel por eletroeluicdo, seguida de purificagdo por
extracdo com fenol e éer e precipitacdo com etanol. O fragmento purificado foi ligado no
vetor de expressdéo pMGL4 previamente linearizado com as mesmas enzimas e tendo as
extremidades 5’ defosforiladas pela enzima CIP —Calf Intestine Phosphatase. O recombinante
foi entdo selecionado por transformacéo da mistura de ligagdo em E.coli DH10B competente
seguido de andlise por dupla digestdo com Sacl/Pstl e seqlienciamento dos insertos dos
pDNAs isolados dos transformantes. O recombinante selecionado pMGL4/PbMSS51 foi entéo
inserido por transformagdo no mutante deficiente respiratério de S cerevisiae
aW4741Amss51/MHLU seguindo o0 método de LiOAc. Os transformantes obtidos foram
selecionados em meio minimo de cultura (WO) devidamente suplementado e a capacidade de
restauracdo da funcdo respiratoria dos transformantes com o PbMSS51 foi analisada em meio
de cultura contendo etanol e glicerol como fonte de carbono (EG). Neste caso, mesmo apés
longo periodo de incubagdo a 30 °C longo ndo obtivemos sucesso na complementacdo
funcional.

O ainhamento da PbMss51p com as proteinas homologas de outros fungos incluindo
S cerevisiae (Fig. 31) apresenta algumas caracteristicas da proteina predita Mss51p de P.
brasiliensis que explicaria a ndo complementagcdo funcional no mutante de S cerevisiae
utilizado.

Embora a PbMss51p compartilhe de 38% de identidade com a Mss51p de S cerevisae
entretanto, a Mss51p de P. brasiliensis possui 78 residuos a mais, sendo que estes residuos
sd0 encontrados na forma de insergdes, tanto na regido N-terminal (supostamente uma regido
de enderecamento da proteina PbMss51p para a mitocondria e, portanto, crucial no que diz
respeito ao desempenho de sua fungdo) quanto em regides conservadas da proteina o que
conseguientemente estaria atuando na estrutura tridimensional da proteina Mssb1p de P.
brasiliensis suficientemente para impedir as interagdes necessérias com seus alvos em S
cerevisiae. Quando observamos a comparacdo destas proteinas (PbMssblp e ScMss51p)
podemos observar que os 78 residuos extras da PbMssb1p estdo distribuidos em insergdes ao
longo da proteina da seguinte maneira: 25 residuos extras na PbMss51 entre os residuos 33 e
34 de S cerevisiae; 12 residuos entre os residuos 42 e 44; 28 residuos entre os residuos 87 e
88 e 7 residuos de P. brasiliensis entre os residuos 298 e 299 de S. cerevisiae (Fig. 31).
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A proteina Mss51p de S cerevisiae foi inicialmente identificada (Faye et al., 1983)
como sendo requerida para a maturacdo Coxlp. Este gene também ja foi identificado em
outros organismos além de fungos, inclusive no reino animaliacomo Drosophila virilis e Apis
mellifera. Barrientos et a., 2004, mostram que a proteina Mss51p de S. cerevisiae atua tanto
como fator de indugdo de transcricdo quanto como fator de elongagdo durante a traducdo da
proteina Cox1p na mitocdndria. Segundo o autor, a Mssblp juntamente com a proteina
Cox14p formariam um complexo transiente com a proteina Cox1lp recém sintetizada e a
liberacdo de Mssb1p que atuaria na inducéo de nova transcricdo de COX1 estaria dependente
do proximo estdgio de montagem da citocromo ¢ oxidase, provavelmente envolvendo a
proteina Shylp (Barrientos et a., 2002).

Como este gene de certa forma esta envolvido no processo de sintese protéica
mitocondrial, poderiamos desconfiar da instabilidade do genoma mitocondrial desta linhagem
mutante (a47414Amss51/MHLU) desde que segundo Myers e colaboradores (1985), mutantes
de genes nucleares envolvidos na sintese protéica mitocondrial de S. cerevisiae, induzem a
instabilidade deste genoma e isso se reflete na geragdo espontanea de petites, ou sgja,
linhagens com grandes delegdes ou perda total do genoma mitocondrial. Entretanto essa
possibilidade foi descartada aravés da andlise de cruzamento da linhagem mutante
(a47414mss51/MHLU) com a linhagem aKL14p°, que ndo apresenta DNA mitocondrial. Os
dipl6ides deste cruzamento cresceram em meio contendo etanol e glicerol como fontes de
carbono, indicando que o genoma mitocondrial da linhagem mutante a4741Amss51/MHLU
esta funcional. Assim, como a proteina de S cerevisiae, a proteina Mssb1 predita de P.
brasiliensis também ndo apresenta nenhum dominio caracteristica de hélice transmembrana.
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FIGURA 31: Alinhamento da Mss51p de P. brasiliensis (Pb) com as proteinas homalogas (continua).



o REAV P Y FDCFVL FHPGL GHPASAHEVSE €
Sc 328 @MV gFT|de €Y SEESHGS LMK ST YleK
Cg 330 [gqQsVigFEaxCR: SEESKDT ) &K

Pb 462
An 456
Nc 223
My 467
Sc 388
Cg 390

Pb --eeeeeeee - - -
An - - e
Nc 283 KCLVSRQSAVARVMIA

|\/g ________________
SC  mememeeeeeeea

Cg ________________

FIGURA 31: Alinhamento da Mss51p de P. brasliensis (Pb) com as proteinas homadl ogas (continuagéo).
de Aspergillus nidulans (Na), Neurospora crassa (Nc), Magnaporthe grisea (Mg) Candida
glabrata (Cg), e Saccharomyces cerevisae (Sc). Residuos de aminoéacidos idénticos sdo pintados
em preto e residuos com caracteristicas semelhantes estdo em cinza.

No banco de dados do fungo Paracoccidioides brasiliensis identificamos somente dois
clones de ESTs (EST003371; EST001174) e um clone da biblioteca gendmica (RST-VP1-
Pb50003-038F06) que apresentaram um bom nivel de similaridade com a proteina Scolp de
S cerevisiae. Os dois clones de EST s pertencem ao consorcio de Brasilia (Felipe et a., 2003).
Os insertos destes dois clones foram totalmente sequienciados resultando em um consenso de
aproximadamente 0,9Kb cada. Entretanto em nenhum deles o a fase aberta de leitura (ORF)
gue codifica para a proteina PbScolp esta completa, faltando aproximadamente 112 residuos
na regido N-terminal. As seqiéncias consensos destes clones foram utilizadas para a uma
nova andlise de comparacéo de sequiéncias contra 0 banco de dados de P. brasiliensis e nesta
analise identificou-se outros dois clones da biblioteca gendmica (RST) de P. brasiliensis que
apresentavam alto indice de similaridade. Além dos dois clones gendmico vérias outras ESTs
do consorcio de Brasilia apresentaram similaridade de sequiéncias com as ESTs (EST003371;
EST001174) referente a proteina Scolp entretanto através de andlise comparativa por
BLASTXx contra o banco de dados do NCBI verificamos que ndo se tratava da proteina Scolp
e sim de uma outra proteina com similaridade a familia de proteina de citocromo p450. Um
dos clones gendmico (RST-VP1-Pb50003-038F06) foi escolhido submetido ao
seqiienciamento completo utilizando-se a técnica de inser¢do de transposons. Obtivemos um
consenso com 2115bp e por comparagdo de sequéncias contra 0 banco de dados do
GenBank/NCBI verificamos que embora tivéssemos obtido um pouco mais da porgdo 5 do
gene PbSCOL, acessando inclusive o dominio completo da proteina PbScolp este ainda ndo
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estava completo (Fig. 32). A comparagdo da sequéncia consenso do clone RST-VP1-
Pb00003-038F06 por BLASTN contra o banco de dados do P. brasiliensis nos indicou que
este gene é divido estando interrompido por dois introns sendo que o segundo esta em fase
com a fase aberta de leitura do gene PbSCO1p. Entretanto, a partir da andlise de comparagéo
utilizando a nova sequéncia consenso obtida se pode verificar a presenca de outra EST
(EST008644) dinhando na regido 5 do fragmento gendmico e por esta EST finalmente

conseguimos identificar o condon inicial do gene de PbSCOL.

A

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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FIGURA 32: Compar agéo das ORFs do Clones EST003371, EST001174 e RST-VP1-Pb00003-038F06.
Alinhamento por BLASTp da fase aberta de leitura com 132 aa, identificada para o gene PbSCO1
nas ESTs EST003371; EST001174 (A), e da fase aberta de leitura com 246 aa (B) identificada na
seqliéncia do clone gendmico de P. brasiliensis RST-VP1-Pb00003-038F06. Embora o dominio
da proteina PbScolp estga completo, a regido 5 do gene PbSCOL1 ndo estd completa no
fragmento.

Para confirmarmos o sitio inicial de transcricdo do gene PbSCOL fizemos a clonagem
do mesmo utilizando o sistema de 5-RACE. Desenhamos um oligonucleotideo (5'-
AAGTGTATGAAGAGTGGAGACTCAAAA-3') especifico para a regido 3 do gene
PbSCO1 baseando-se nas sequéncias das ESTs e do clone genbémico. A clonagem foi
realizada de acordo com o protocolo do fabricante [“GeneRacer. Kit - For full-length, RNA
ligase-mediated rapid amplification of 5" and 3" cDNA ends’ (RLM-RACE) - Invitrogen]. Na
amplificado obtivemos um cDNA com aproximadamente 1,1kb. O cDNA foi purificado e
clonado em TopoTA para 0 seguienciamento. Apds o0 sequienciamento obtivemos um consenso
com 1,167bp, sendo que as trinta (30) primeiras bases (Fig. 33) correspondem ao GeneRacer
5 Nested Primer. Neste clone, portanto, obteve-se um acréscimo de seqiiéncianaregido 5 do

gene correspondendo a 194 nucleotideos a montante da seqiiéncia ATC assinalado em cinza
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na figura 33. Verificamos que o codon inicial (ATG marcado em verde na figura 33) estava a
300bp a montante do codon inicial previamente identificado (ATG marcado em lilés nafigura
33) na sequéncia consenso do clone gendmico RC2-Pb50003-038F06. Portanto, o gene
PbSCO1 codifica para uma proteina com 304 residuos de aminoacidos. As seqliéncias de
nucleotideos e a sequiéncia predita da proteina Scolp de Paracoccidioides brasiliensis foram
depositadas no banco de dados do GenBank/NCBI sob o nimero de acesso EF679209.

A proteina predita a partir da sequiéncia nucleotidica possui uma massa molecular
estimada de 3.5KDa. A partir da comparagdo entre a sequéncia gendomica (RST-VP1-
Pb00003-038F06) e a seqiiéncia expressa (5 RACE-PbSCOL) foi também possivel confirmar
a presenca dos dois introns do gene PbSCOL e os motivos candnicos (5° GT..AG 3') de
bordaintrénica (Fig. 34).

>Pb5C01 5'RACE Topo

GEACACTGACATGEACTGAAGEAGTAGRA AL TTGCTAGACAL AN TCTCCARTTCTGITCCTTIITTARATCT
TTARLTTGGARATRAGCCT GACAGCGTARTALTGACCTCGGRTCTTCCICTICTITICTCGIT CGCT GGATECSE
ACATGCCTCCCACCARTCCCCGTTCCTTCACAGAGCATCCACGTCCGECTICTCTCACTCCCCGETTATGCCA
ACCAGRTCATACTATTCCAGCGGAGGAGCGTTACARACTTACTATCCTCGGTCCGGATTACGATTGTCTCCAT
TATTGATACGATCGARRCCGCATGCTACTTCATTTTCCGCCTCCTCATCCCGOCGRARRAGOCARRRCCATTCA
GCRAATTARARAGCTCGCGCCGCAACGGECCCATTCTCATGGRAAGCTGCAGTCTTATTTGTCGCARACGEEEGTG
ACG-?-&T ATTTTACTITCGITATGAGRAAGAGAGGCTTARTCGTARGRAGGATTGCTGAGAT GAGCARAGET G
TEEECAGECCGRAAGTTGECGEACCATTCGICCTCAAGEATT TGEATGGAARTGRAATTCACGGACGAACARCT
GARGEEEAAATACAGCTITATTTATTTCGGCTTCACTCATTGCCCGGATATTTGCCCAGAT GAACTCGACAAD
ATGGCCGAGATAATCGAT CTTGTARAATCTAGATCGAGCARCARATCTGTTCTCCGECCCATCTTICATTACCT
GCGACCCAGCCCGTGACAGCCCCGRAAGT GCTGCGCARATACCTAGCAGARTTCCACARGGGTATTATAGSCCT
GACGGECACGTACGAGCAGGTGAAGCATGTGT GCARACARTATCGCGTICTATTT CAGCACGCCGRAGARCGETG
AAGCCTGGRAGAGGATTAT CTIGT GGACCACAGCATTTATTITCTACCTARTGGATCCGEATGGAGATTITCATTG
AATGTATCGRACGCCARGRCACT GCAGRARCCGCAGCCARCACCATTCTTGCTCATATARAGGATTGGAAGAG
GGAEGGGMCCECITMCECIMGAGGEG-T GICTGGEAGRAGTARRACACARGRCCTITCTITITIGAGT
CICCACTCTICATACACTTRAAGEGCGARTICTGCAGATAT CCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATA

FIGURA 33: Andlise da seqiiéncia consenso do clone 5 RACE-PbSCO1.
indicando a regido codificadora do gene PbSCO1 de P. brasilienss. Em amarelo temos a
segiiéncia do GeneRacer 5 Nested Primer. A sequiéncia ATC indica o inicio da seqiiéncia do
clone RST-VP1-Pb00003-038F06 e a sequéncia M@ em lilés o codon inicia predito
inicialmente no clone genémico.
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> RST-VP1-Pb0003-038F06 _PbSCO1
GEEECaT CATACTATTCCAGC GGAGGAGCET TACAR ACTTACTATCCTCGGTCCGGATTACGATT GTCTCCATTATTGATA
CEATCEARRCCGCATGCTACT TCATT TTCOGCCTCCTCATCCCGCCGRARRRA GOCARRARCCATTCAGCAAT TRARRRGCTCGT
GLCGCAACGAGCCCATT CTCATGRAR AGCTGCAGTCTTATT TGTCGCARCGGETET GACGEBAT ATTTITACTTT CGITAT
GAGARRGAGAGECTTARTCGT ARGAGGATTGCTGAGATGAGCARAGGTGTGGECAGGCOGARRGT TGECGGACCATTCGIC
CTCARGGATTTGGATGGARAT GAATT CACGGACGAR CARCT GRRGEGEARA TACAGCTTTG TG TGCICCATTT CCATCT
CIATT T T TATAT TeCTT CCAT TCCAR TTRCCCT TG AGGAGGATAT GTTAR TTGARACACCT GTTRACACT CCTACGTICCTT
FAAGATTTATTT CGGCT TCACTCATT GCCCGGATAT TTGCCCAGAT GRACT CGACAARATGGOCGAGATARTCGATCTIGT
AARRATCTAGATCGAGCARCARATCTGTITCTCCGGCCCATCT TCATT ACCTGCGACCCAGCCCGTGACAGCCCCGARGTGCT
GOGCARATACCT AGCAGRARTT CCACARGGEGT ATTAT AGGCCTGRACGGECACGTACGAGCAGGTGARGCAT GTGTGCARACE
ATATCGCGICTATTITCAGCACGCCGGAGARCGT AR GCCTGGAGAGGATTATCT TG TGGACCACAGCATT TATTTCTACCT
ARG AT T CGTGTIGTICT AT CAT TACCT COCAGGT TAT ATATCTGGGATITITATCCCTGET CTCCT TACCCTGETICT
CCTTACCCTGET CACCT GGGAATATAGARCT ARCCT COGCT TCTCT GTAGATCCGEATGGAGATT TCATT GAATGTATCGG
ACGCCRAGRCACTGCAGARAC CGCAGCCARCACCATTCTIGCTCAT ATARAGEATT GGAAGAGEEARGESARRCCACTTAL
CP;CIMGAGGAG-I GICTGEGAGAGTAR AR CACARGACCTTICTITIT GAGT CTCCACTCTTCATACACTICGITTIG
ACGECAATTCAT CTATTTTGT GCCCGARRCGTGEEATICICGEEGT TGAGAGCCCCCGOGT TGTGATRCAATATCATTIGIC
FoACTCTGICTATATTACT IGAT TAT GEAGT TGGT T GEART TTITGGAGTATAT GT ARGAT TTACTCCTATGITGTATTAT
ARTCTACACACG CACTCTCTACAGTARTICT ITCTGCAGCT TCRARACATTAGTATGAGRCATTARRRATGACTTATGATAC
CACTAT T CCT RAGACT AT IGC T GGEAAT TGAATTGEATGTCGART T TGACATCTIGGAGT GACCTARTTTATTATTTICATT
AR R R AT A TCGTATTTAAT CGT IGI CGGARAT A TCC CCGEEATATTTTITCARCAT CATCACATGARCCATCCTET
IGETTIGARTGAGCTICGTACCCT G CAGRA CACCCARCAR TECOCAGTCOGACCTGOGGAG GARR RRCACTTITITCTCRCG
CIARRTT AR AT AT TCAT CACARGR R TC AR CCRAGCTTGCATAR A GECTCAR R GR R AGAT ATTARACTAGRACATTRARAT
AR RTTCCCGTCGICARACCGAGTAT AGCAC CCACACCAAT COCCARRGCCGTCCGCCOGARATTCTICTICTICCTCCCC
AACTCCCGCTCATICGT CTCAGET TT CARGC GAT GG AR AT CCACCCTCAGE GOCCT CATTCTCICCTCTAGCARCTTIGATT
ITCTCCT GCAGCTGTIGTI CTTGGTCCCCOGCAGCGOGCHECCATACT OG5 CCTTCTGCCECAGTGCCT CGICGARCTCC
FOCCCA MG ACGAGTTOGCCGECGTATCGTIIGCTICTCCAT CT CCATATCOGCATATAGTITCTCGECCTRCAGCCEIG
ITGCTCAGCTGI TGGT T GTGT ARCACCATTTCTCGT TGEAT GTCGAGGACT ATGEECTIGTCGITT GTRCAGARGEGCTTIC

CGRATCCTT
FIGURA 34: Sequiéncia consenso da RST-VP1-Pb00003-038F06 do gene PbSCO1 de P. brasliensis.
indicando a regido codificadora (parcial) e a sequéncia dos introns, bem como 0s motivos

candnicos de borda intrénica (5° GT...AG 3'). O segundo intron esta em fase de leituracom a
regido codificadora.

Para a realizagdo do teste de complementacdo heter6loga do gene PbSCO1 de
Paracoccidioides brasiliensis no mutante nulo de S. cerevisiae foi necessario sintese um par
de oligonucleotideos (senso 5'-AAATCGGAAATAGAGCTCACAGACGTAA e anti-senso
5-AAGTGTATGAAGAGTCGACACTCAAAA) que inseriram os sitios de reconhecimento
das enzimas de restricdo Sacl e Sall nas extremidades 5 e 3' respectivamente da regiéo
codificadora. A amplificagdo da regido codificadora do gene PbSCOL1 foi realizada a partir de
cDNAs Poli(T) nas seguintes condi¢gdes: Uma desnaturacdo inicial de 94 °C por 4 minutos,
seguido por 35 ciclos de: desnaturagéo a 94 °C por 1 minuto; anelamento dos primers a56 °C
por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto. Apos os 35 ciclos seguiu-se mais 10
minutos a 72 °C e finalmente resfriamento a 4 °C. O produto amplificado foi submetido a
dupla digestdo com as enzimas Sacl e Sall seguindo as condic¢des do fabricante (Fermentas
Life Sciences). O produto da digestéo foi purificado e ligado no vetor pMGL3 previamente
digerido nas mesmas condicdes e tendo suas extremidades 5 desfoforiladas com a enzima
CIAP — “Calf Intestine Alkaline Phosfatase”. A ligagdo seguiu o protocolo do fabricante
(Promega). A mistura de ligagcdo foi transformada na bactéria E.coli DH10B competente
preparada pelo método de Cloreto de Calcio.
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O recombinante pMGL3/PbSCO1 selecionado por andlise de sequenciamento foi
utilizado no ensaio de complementagdo funcional mutante nulo aW3034scol::URA de S
cerevisiae. N8 obtivemos a complementacdo funcional da deficiéncia respiratéria deste
mutante de S. cerevisiae com o gene PbSCOL1 indicando que a proteina Scolp de P.
brasiliensis ndo € capaz de substituir afuncdo da proteina homologa ScScolp.

O gene SCO1 foi identificado e caracterizado por (Schulze e Rodel, 1989) que
relataram que, mutacbes neste gene induzia uma deficiéncia respiratoria relacionada
especificamente a COX desde que, ndo foi constatado nenhuma alteragdo em outras enzimas
da cadeia respiratoria ou da ATPase. Verificou-se em trabalhos posteriores que o gene SCO1
era necessario para estabilizar as proteinas mitocondriais Cox1p e Cox2p (Kru mMeck e
Rodel,1990), proteinas estas que constituem o corpo catalitico da citocromo oxidase. Glerum
et al., 1996, baseando-se na observacdo de que a super expressdo da Scolp combinada com
um ligeiro aumento na concentracdo de cobre no meio de cultura é capaz de suprimir a
deficiéncia da proteina Cox17p, aqual ja se sabia ser uma proteina ligante de cobre, sugeriram
que a proteina Scolp teria uma fungdo no transporte de cobre para o complexo da citocromo ¢
oxidase (Glerum et al., 1996b; Beers et a., 1997). Estudos pogeriores propuseram que a
proteina Scolp possui um dominio ligante de cobre (CxxxC) e que estaria envolvida no
transporte de cobre para as subunidades | e Il do complexo da citocromo ¢ oxidase (Rentzsch
et a.,1999). Em S cerevisiae a proteina Scolp possui um seguimento transmembrana
contendo cerca de dezessete (17) residuos de aminoécidos (Buchwald et al., 1991), ja o
motivo ligante de cobre (CxxxC) da proteina Scopl foi identificado na porcdo C-terminal
sendo uma regido hidrofilica que se encontra projetada para a regido intermembranar
mitocondrial (Rentzsch et al.,1999; Beers et al., 1997). A proteina PbScolp identificada em
Paracoccidioides brasiliensis também apresenta uma regido de hélice transmembrana predita
com cerca de vinte e dois residuos de aminoécidos (Fig. 35) e o motivo (CxxxC) ligante de
cobre (Fig. 36).
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# Sequence Length: 304
# Sequence Number of predicted TMHs: 1
$# Sequence Exp number of ARLs in TMH=: 20.42121
$# Sequence Exp number, first 60 Ahs: 0.01431
$# Sequence Total prob of N-in: 0.47309
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FIGURA 35: Andlise deresiduos car acteristicos de hélices transmembrana na PbScolp.
guanto a presenca de regides caracterigticas de hélice transmembrana obtida a partir da ferramenta
TMHMM Server v. 2.0 disponivel na pagina http://www.cbs.dtu.dk/services TMHMM/.
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FIGURA 36: Alinhamento da Scolp de P. brasiliensis (Pb) com as proteinas homadlogas.
de Aspergillus nidulans (An), Gibberella zeae (Gz), Neurospora crassa (Nc), Magnaporthe grisea
(Mg) e Saccharomyces cerevisiae (Sc). Residuos de amincécidos idénticos sdo pintados em preto e
residuos com caracterigticas semelhantes estdo em cinza. A barraindica o dominio CXXC ligante de
cobre.

O alinhamento (Fig. 36) entre proteinas Scolp de varios organismos indicam que esta
proteina € bem conservada entre as varias espécies entretanto, a regido N-terminal,
representante do peptideo sinal de enderecamento para a mitocondria apresenta-se bem
diversificada entre as espécies e embora a proteina de P. brasiliensis apresente o motivo
ligante de cobre CXXC esta diferenca pode ser um dos motivos da incapacidade de
complementacdo funcional da proteina Scol de P. brasiliensis no mutante de S. cerevisiae.

Em S cerevisiae o gene SCO1 compartilha homologia com o gene SCO2 cujo produto
também esté localizado na mitocdndria, mas ndo € requerido para a respiracdo e 0 mutante

nulo apresenta niveis normais do complexo da citocromo ¢ oxidase (Glerum et al., 1996a).
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Super expressdo de SCOL pode restaurar a deficiéncia do mutante nulo de cox17, ja o seu
homologo SCO2 embora também possa restaurar a capacidade respiratoria do mutante nulo,
isto sO ocorre parcialmente e na condicdo especifica em que o meio é suplementado com
cobre exdgeno (Glerum et al., 1996a). A super expressao de COX17 ndo restaura a deficiéncia
do mutante scol sugerindo que a proteina Scolp atua em uma etapa posterior a proteina
Cox17p, tanto antes como durante ainsercéo do cobre (Glerum et al., 19964). A homologia da
sequiéncia primaria dos genes SCO1 e SCO2 e suas atividades na supressdo da mutagédo de
cox17 sugeriram que eles possam ter uma fungdo redundante entretanto ensaios de
complementacdo funcional do mutante nulo scol com seu homologo SCO2 demonstraram
gue o0 gene SCO2 ndo é capaz de restaurar a deficiéncia do mutante nulo scol, indicando que
estas duas proteinas ndo sdo intercambidveis e, portanto, ndo sdo funcionalmente
equivalentes. (Entretanto, o gene SCO2 é capaz de restaurar parcialmente, algum tipo de
mutagdes pontual no gene scol Glerum et al., 1996a). A supressdo alelo especifica de scol
pelo homologo SCO2 poderia indicar uma interacéo fisica da Scolp e Sco2p necessaria para a
funcdo, entretanto esta suposicdo é contradita pela observacdo de que o mutante nulo sco2 néo
apresenta deficiéncia respiratoria (Glerum et al., 1996a).

Diferentemente do que ocorre em Saccharomyces cerevisiae em humanos, mutagoes
tanto em SCO1 quanto em SCO2 causam deficiéncias fenotipicas bem severas. MutacOes
nestes genes produzem uma deficiéncia tecido-especifica da citocromo ¢ oxidase associada a
fendtipos clinicos distintos embora ambos sejam expressos igualmente em todos os tecidos
(Leary et al., 2004). Mutagbes no gene SCO2 em humanos sdo predominantemente associadas
com o aparecimento de cardiomiopatia hipertrofica infantil (Jaksch et al., 2000) enquanto que
mutacOes em SCO1, identificadas até o momento somente em uma familia, resultam em uma
desordem neonatal progressiva afetando predominantemente o figado (Valnot et a., 2000).

Estudos mais recentes (Leary et al., 2007) relatam gque as chaperonas mitocondriais
Scol e Sco2 que sdo essenciais na montagem do complexo da citocromo ¢ oxidase, também
sd0 responsaveis pela manutencdo da homeostase de cobre das células e desta forma estes
autores demonstram uma nova fun¢éo da mitocondria. Segundo estes pesquisadores mutagoes
em qualquer um destes dois genes (SCO1 e SCO2) resultam em uma deficiéncia celular de
cobre que é tanto tecido quanto alelo especifico. Este fendtipo pode ser dissociado da
deficiéncia na montagem do complexo da citocromo ¢ oxidase e a deficiéncia de cobre &
suprimida pela super expressdo de SCO2, porém ndo de SCOL (Leary et a., 2007). Estes
pesquisadores concluem que o fendtipo de deficiéncia de cobre ndo reflete em uma mudanca
na ata afinidade de captacdo de cobre, porém sim no aumento proporcional do efluxo de
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cobre. Portanto, ainda ser@o necessarios mais estudos sobre a fungdo destes genes (SCO1 e
SCO2), pois esta ainda n&o foi completamente elucidada

4.1.14 PbOXAl

Com a sequéncia da proteina Oxal de S. cerevisiae fez-se a primeira busca nos bancos
de dados de P. brasiliensis utilizando-se a ferramenta tBLASTnN. Identificou-se um clone de
EST (EST001011) com boa similaridade. EST esta do consorcio central Brasil (Felipe et al.,
2003) que foi clonada em fago lambda. Neste caso ndo conseguimos excisar 0 plasmideo
(pBluescript) embora, tenhamos realizado este mesmo procedimento com SUcesso em outras
amostras. Na segunda busca utilizou-se a sequéncia da EST001011 para uma nova analise
busca por comparacdo de sequéncias (BLASTN) nos bancos de dados de P. brasilensis. Foi
possivel identificar mais dois clones sendo uma nova EST (EST-V P1-Pb30001-205H03) e um
clone de sequéncia genémica RST-V P1-Pb50003-024E10, ambos pertencentes ao consorcio
paulista (Goldman et al., 2003).

O clone referente a EST-VP1-Pb30001-205H03 foi entdo submetido ao
sequienciamento através da técnica de insercdo de transposons. O cDNA completo consiste de
aproximadamente 2047bp. Utilizando a ferramenta ORFfinder do NCBI localizou-se a fase
aberta de leitura compreendendo a proteina PbOxalp que é constituida de 474 residuos com
predicéo de 51,7KDa. As sequiéncias nucleotidica e peptidica referente ao gene OXAL de P.
brasiliensis estdo depositadas no GenBank/NCBI sob 0 nimero de acesso DQ836715.

Uma andlise de comparacdo de sequéncia por BLASTp indica que esta ORF
identificada possui 0 dominio conservado YidC (Fig. 37), uma proteina de membrana de E.
coli que facilitaainser¢do de um conjunto de proteinas de membrana e € homologa da Oxalp
mitocondrial e Alb3 de cloroplastos (Samuelson et.al., 2000; Celebi et al., 2006; du Plessis et
al., 2006).


http://webmail.univap.br/webmail-read.cgi?sessionid=bandeira*webmail.univap.br-session-0.349495766525255&folder=INBOX&page=1&longpage=0&sort=date_rev&msgdatetype=sentdate&keyword=&searchtype=subject&message_id=%3C20060707133532.695EE1674D2%40mail1.ncbi.nlm.nih.gov%3E&action=readmessage&headers=simple&attmode=simple
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Query sequence: [lcl|1 29780]
PbOXAl 474aa

O Concise Result @ Full Result [ Show Search Information

1 1om Zon 300 400 474
1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |

GBKD_TIHP

Descriptions

HH Title Pssmid Multi-Dom E-value
[+HCOGOT06, YidC, Preprotein translocase subunit YidC [Intracellular trafficking and secr... 231050 Mo 3e-15
[+pfam02096, 60KD_IMP, 60Kd inner membrane protein.. 42098 Mo Te-10

FIGURA 37: Alinhamento por BLASTp ORF dda proteina PbOxalp.
identificada na EST-VP1-Pb30001-205H03. A figura mostra o dominio conservado YidC
indicando uma fung&o de insertase para esta proteina.

Apos a confirmagdo da identidade deste clone, a sequéncia completa do inserto de
cDNA foi submetida a andlise fisica de restricdo utilizando a ferramenta NEBcutter
www.neb.com e através desta analise verificou-se a possibilidade de excisdo da ORF
direcionada para clonagem em vetor de expressdo de S. cerevisiae utilizando-se as enzimas
Smal e Xbal. Apos a dupla digestdo enzimética, o fragmento Smal/PbOXAL/Xbal foi isolado
em gel preparativo 1% agarose extraido por eletroeluicdo e purificado por precipitagdo com
etanol.

O fragmento purificado foi ligado no vetor pMGL3 previamente linearizado com as
mesmas enzimas e tendo as extremidades 5’ desfosforiladas com a enzima CIP —Calf Intestine
Phosphatase. A mistura de ligagéo foi inserida em E. coli DH10B por transformacéo em
células competentes pelo método quimico de CaCl2 e dez (10) transformantes foram
coletados aleatoriamente. Os pDNAs dos transformantes selecionados foram extraidos e a
selecdo do plasmideo recombinante pMGL3/PbOXAl foi redlizada através de
segiienciamento.

O recombinante selecionado (pPMGL3/PbOXA1) foi entdo inserido por transformagédo
pelo méodo de LIOAc no mutante nulo aW3034oxal::HIS de S cerevisae. Os
transformantes foram selecionados em meio minimo (WO) devidamente suplementado e a
capacidade da proteina PbOxalp de restaurar a deficiéncia respiratoria deste mutante de S.
cerevisiae foi analisada quanto a capacidade de crescimento em meio com fontes de carbono
ndo fermentaveis etanol e glicerol.  Apos 48 horas de crescimento em estufa a 30 °C
verificou-se 0 crescimento das linhagens recombinantes com o gene PbOXAl de P.
brasiliensis (aW3034o0xal::HIS/pMGL3/PbOXAI) em niveis compardveis a0 da linhagem
selvagem (Fig. 38) indicando que este gene de P. brasiliensis € homologo ao gene OXA1 da
levedura S cerevisiae.


http://www.neb.com/
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FIGURA 38- Complementacéo funcional da proteina PbOxal.
Crescimento das linhagens selvagem aw303 (W), do mutante deficiente respiratério de S
cerevisiae aW3034oxal::HIS (A) e dos recombinante aW303Aoxal::HIS/pMGL3/PbOXAL em
meio rico YPD e em melo contendo etanal/glicerol como fonte de carbono (EG) ap6s 48 horas de
incubacdo a 30 °C.

Para confirmarmos este resultado fizemos a “Transformacao reversa’. Como esperado
o resultado foi confirmado, ou seja, novamente houve arestauracdo da capacidade respiratoria
do mutante aW30340xal::HIS de S cerevisiae.

O alinhamento entre a proteina PbOxal com suas homélogas em outros fungos (Fig.
39) mostra que embora o alinhamento n&o apresente blocos muito conservados ele se estende
mais ou menos homogéneo em toda a extensdo das proteinas, inclusive hd um bom
alinhamento na regido N-terminal onde geralmente encontra-se a seqUéncia sinal de
enderecamento mitocondrial. Pode-se notar que aproximadamente na posi¢éo do residuo 107
da proteina de P. brasiliensis existe uma inser¢do de 15 residuos que € especifica deste
organismo. Esta inser¢do ndo causa um efeito divergente suficiente para impossibilitar a
complementacdo desta proteina (PbOxalp) de P. brasiliensis em mutantes de S. cerevisiae.
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Alinhamento da proteina Oxalp de P. brasiliensis (Pb) com as pr oteinas homdlogas.
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de Aspergillus nidulans (An), Saccharomyces cerevisiae (Sc), Neurospora crassa (Nc) e
Schizosaccharomyces pombe (Sp). Residuos de aminoécidos idénticos sdo pintados em preto e

residuos com caracteristicas semel hantes estdo em cinza.
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O clone gendmico RST-VP1-Pb50003-024E10 também foi inteiramente sequienciado
através da técnica de insercdo de transposons obtendo-se um consenso com 1762bp. A
comparacdo entre a seqiiéncia gendmica e a sequéncia expressa do clone de ESTs indicou a
presenca de dois (02) introns no gene PbOXAL.

Considerando que com o gene OXA1 de originario do clone de EST P. brasiliensis
restabeleceu a fungo respiratdria do mutante nulo de S. cerevisiae, foi também constuido o
recombinante deste gene origin&rio de segmento genémico com dois introns. Com esta
constugdo ndo foi possivel restabelecer a fungdo respiratéria deste mesmo mutante de S
cerevisiae. Provavelmente porque a linhagem mutante de S. cerevisae ndo processou 0s
introns encontrados no PbOXA1 gendmico. Portanto, os estudos indicam a inexisténcia de
complementacdo heterdloga direta (a partir de seqiéncia genomica) entre os fungos S
cerevisae e P. brasiliensis.

A proteina Oxalp é conservada desde os procariotos até 0s eucariotos superiores
(Bauer €t al., 1994; Bonnefoy et al., 1994a). Em S. cerevisiae, a proteina Oxalp é codificada
pelo genoma nuclear, traduzida no citoplasma é importada para a matriz mitocondrial em uma
forma precursora, onde é processada e submetida varios eventos de exportagbes através da
membrana interna da mitocondria (Herrmann et al., 1997). De acordo com estes autores, a
proteina Oxalp contém cinco dominios transmembrana (TM) intercalados por regides
hidrofilicas. Entretanto, a andlise por dominios de hélices transmembrana através da
ferramenta TMH MM Server v. 2.0 indica que embora haja cinco regides com aminoécidos
hidrofdbicos, caracteristicos de hélice transmembrana, somente uma hélice é predita (Fig.
40A). A homdloga de P. brasliensis também possui regides caracteristicas, mas néo
apresenta nenhuma hélice predita, segundo estaferramenta (Fig. 40B).

MutacOes no gene OXA1 levam ao blogueio da biosintese da citocromo ¢ oxidase e
oligomicina sensitiva ATPase (Altamura et al., 1996) devido principamente a uma
deficiéncia nos estagios pos-traducionais (Bonnefoy et al., 1994). Além do produto génico do
OXAL ser requerido para a biosintese da citocromo ¢ oxidase, desordens neste gene também
ocasionam um defeito secundario pleiotrépico em estagios iniciais da expressao de proteinas
mitocondriais (Bonnefoy et al., 1994). O gene OXAL dalevedura S. cerevisiae esta localizado
no cromossomo VIl e é adjacente ao gene PET122, o qual controla o inicio da traducéo do
MRNA de COX3 (Bonnefoy et al., 1994; Ohmen et a., 1988). O produto génico de OXAl é
requerido para a exportacéo da subunidade Il da citocromo ¢ oxidase, sendo a principal
responsavel pela geracdo datopologia N-out e C-out, através da qual as duas extremidades da
proteina Cox2p ficam expostas no espaco intermembranar (He et al., 1997; Hell et a., 1997).
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O gene HSOXAL foi 0 primeiro gene envolvido na biogénese da citocromo ¢ oxidase a
ser caracterizado em humano, através da complementacdo funcional em mutantes de S
cerevisae (Bonnefoy et a., 1994b). A complementacéo funcional em mutantes oxal de S
cerevisae também foi obtida com sucesso para 0 gene AtOXALl de Arabidopsis thaliana
(Hamel et al., 1997). A funcdo conservada da proteina Oxalp em bactérias gram-positiva e
negativa, bem como em eucariotos superiores sugere que esta proteina possui uma funcéo
crucial em todos os seres vivos (Bonnefoy et al., 1994).
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FIGURA 40A: Analise deresiduos car acteristicos de hélicestransmembr ana na proteina Oxalp de S. cerevisiae.

obtida a partir da ferramenta TMHMM Server v. 2.0 disponivel na pagina

http://www.cbs.dtu.dk/services TMHMM/. 40B: Andlise semelhante com a proteina Oxalp de P.

braslienss.
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Delecdo do gene SpolllJ, homologo de OXAl em B. subtilis, bloqueia a esporulacéo
em um estagio intermediério (Errington et al., 1992) entretanto, o fato de que o SpolllJ é um
gene expresso somente durante o crescimento vegetativo e tem um homaologo em bactéria ndo
esporogénica, sugere que o defeito de esporulacdo possa ndo ser um efeito primério da
delecdo, principalmente considerando que leveduras deficiente respiratéria também ndo
esporulam (Bonnefoy et al., 1994). Estudos posteriores tém sugerido que existe uma via
biosintética conservada evolucionalmente para a inser¢do de proteinas na membrana interna
da mitocondria, cloroplastos e bactérias e acredita-se que as proteinas Oxal/Alb3/YidC atuem
como insertases que possuem uma fungdo importante na biogénese de proteinas de membrana
relacionadas a producéo de energia (Ott et a., 2005).

4.2 Resisténcia a Perdxido de Oxigénio (H202)

Além da funcdo na atividade respiratéria da célula, a proteina Cox1lp foi
recentemente relacionada a outra fungdo que € a de conferir resisténcia a peroxido de
hidrogénio (Banting e Glerum, 2006). Sabe-se também que mutantes de S cerevisiae com
deficiéncia na proteina cox11p apresentam sensibilidade a vérios produtos quimicos como,
por exemplo, psoraenos fotoativados e N-nitrosodietilamine (NDEA) (Brendel e Henriques,
2001; Pungartnik et al., 2002). Entretanto, a fungdo da proteina Cox11p na resisténcia a
peréxido de hidrogénio € independente de sua fungdo na citrocomo ¢ oxidase (Khalimonchuk
et a., 2007). Segundo estes autores o mutante nulo de cox11 possui deficiéncia respiratéria e
sensibilidade a peréxido de hidrogénio, porém, quando mutacdes pontuais que afetam seus
sitios ligantes de cobre sdo inseridas no gene cox11 estes mutantes tém seu crescimento em
fontes de carbono ndo fermentavel impedido entretanto estas mutagBes ndo causam
sensibilidade a peréxido de hidrogénio. O fenétipo sensivel a peréxido de hidrogénio do
mutante nulo é provavelmente devido ao acimulo de um intermedidrio transiente formado
pelo grupo heme a3-Coxlp e que confere sensibilidade ao oxidante (H202). Esta forma
intermedié&ria (heme a3-Cox1lp) ndo se forma nas linhagens selvagens ou nos mutantes
pontuais da Cox11p, mesmo que o complexo da citocromo ¢ oxidase ndo seja completamente
montado (Khalimonchuk et a., 2007).

Diante das evidéncias de que esta fungdo é independente da funcdo em COX
decidimos verificar se a proteina PbCox11lp de Paracoccidioides brasiliensis poderia ser
funcional na complementacdo heteréloga desta segunda funcéo. Para este ensaio a linhagem
recombinante aW3034COX11::HIS3/pMGL3-PbCOX11, a linhagem teste
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aW3034COX11::HIS3/pMGL3-PbCOX11 e as linhagens controle (a selvagem aW303 e a
linhagem com mutacédo nula de cox11 (aW3034COX11::HIS3) foi submetida ao estresse de
perdéxido de hidrogénio em vérias concentragdes e em periodos de 1 e 2 horas de exposi¢ao.

Os resultados apresentados na Fig. 41A indicam que a proteina Cox11l de P.
brasiliensis restabelece esta fungdo (sensibilidade a perdxido) em mutantes de cox11 de S
cerevisae. A diferenca de crescimento entre a linhagem mutante e a linhagem recombinante
ficou mais evidenciada apés cinco dias a4 °C.
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48 horas a 30°C 48 horas a 30°C +5 dias na geladeira

FIGURA 41A: Teste a sensibilidade por per6xido de hidrogénio.
Est&o indicados na figura as concentragdes usadas de H,0O, ; a temperatura de incubagéo e o
tempo de exposi¢éo ao perdxido. Aslinhagens utilizadas foram: (-) auséncia, (+) presencade
H202; (W- ou W+) = W303-1A; (A+ e A-) = aW3034COX11::HIS3 e (R+ e R-) =
aW3034COX11::HIS3/pMGL3-PbCOX11.

6mMH,0, (1h)

10mMH,0; (1h) 8mMH,0; (1h)

FIGURA 41B: Sensbilidade por peréxido de hidrogénio.

Est&o indicadas as concentragdes de H,O, utilizadas numa exposi¢ao de uma hora. As linhagens
e 0s simbol os s80 os mesmos da Fig. 41- A

Para melhorar a diferenciagdo de crescimento entre as linhagens mutantes
aW3034COX11::HIS3 e recombinantes awW3034COX11::HIS3/pMGL3-PbCOX11 da
linhagem selvagem estas linhagens foram submetidas a um novo ensaio em condigdes um
pouco mais drasticas do estresse de perdxido de hidrogénio. Neste ensaio as concentractes
foramde6 mM, 8 mM e 10M H202 e o periodo de exposi¢édo foi de apenas 1 hora.
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Nas novas condig¢des estabelecidas tornou-se evidente que a PbCox11p restabelece a
funcdo quanto a sensibilidade & perdxido (Fig. 41B) em mutante nulo para cox1l de S
cerevisae. Este resultado é semelhante ao obtido por Khalimonchuk et al., 2007 com a
proteina humana (HsScolp) em mutante de S. cerevisiae. Sabe-se que as proteinas Cox11 e
Scol foram relatadas como pertencentes a classe de proteinas envolvidas nas duas funcdes
(Banting e Glerum 2006). Assim como a proteina PbCox11p a proteina HsScolp também néo
complementa a capacidade respiratoria de mutante de S. cerevisiae.

O recombinante de S. cerevisiae com a proteina PbScolp também foi submetido a este
ensaio e os resultados foram comparaveis aos obtidos com a PbCox11p (Fig. 42).

10mMH,0,

FIGURA 42: Hiper sensbilidade do mutante aW303Ascol ao per 6xido de hidr ogénio.
A cultura ligquida em fase exponencial foi exposta a 6, 8 e 10 mM H,O, (+) por 1h, diluidas em
série (1:10) e inoculadas em meio YPD, juntamente com as linhagens controle ndo tratadas (-), e
incubadas por 36h a 48h para se determinar o potencia de formacdo de colGnias. A linhagem
parental aW303 ndo apresenta hipersensibilidade a H,O,. A resisténcia ao perdxido foi
restabel ecida com a expressao do gene homdlogo PbSCOL1 de P. brasiliensis.

Outros genes de S cerevisae estéo relacionados ao fornecimento de cobre para o
complexo da citocromo ¢ oxidase mitocondrial. O gene COX17 (Glerum et al., 1996), COX19
(Nbbrega et al., 2002) e 0 COX23 (Barros et a., 2004). Mutantes de cox17 foram reportados
como sendo ndo sensiveis ao perdxido de hidrogénio (Banting e Glerum, 2006). Com o
objetivo de verificar se este mutante (cox17) apresenta alguma sensibilidade ao peréxido em
diferentes concentragdes e testar a sensibilidade ao perdxido dos outros dois mutantes (cox19
e cox23) de S cerevisiae relacionados ao metabolismo de cobre estas linhagens mutantes de

S cerevisae foram submetidas a0 estresse de perdxido de hidrogénio nas condigdes citadas
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acima. Os resultados indicam que os mutantes cox19 e cox23 também sdo sensiveis ao
perdéxido e que o mutante cox17 também apresenta certa sensibilidade em altas concentractes
(8 MM e 10 mM) desse oxidante (Fig. 43).

§mMH,0, 8mMH,0, 10mMH,0,

o3 "E
L +

FIGURA 43: Sensibilidade dos mutantes aW3034cox17 e aWw3034cox19 e BY47414cox23 aH,0..
O ensaio foi realizado de acordo com o descrito na figura 02. Os mutantes apresentam
diferentes nivel s de sensibilidade ao perdxido de hidrogénio.

Com o objetivo de verificar se os homdlogos de P. brasiliensis sdo capazes de
substituir esta fungdo nos respectivos mutantes de S cerevisiae, as linhagens mutantes de S,
cerevisiae e as linhagens recombinantes com os genes PbCOX17, PbCOX19 e PbCOX23 de
P. brasiliensis foram submetidas a0 estresse de perdxido de hidrogénio. A resisténcia ao
peréxido foi restabelecida nas linhagens recombinantes com os genes PbCOX17 e PbCOX19
de P.brasliensis (Fig. 44). Ja no caso da linhagem recombinante com o gene PbCOX23 a
sensibilidade ao perdxido parece ser ainda mais exacerbada. Este resultado necessita ainda ser
melhor investigado.

No total temos, portanto, cinco complementagBes heteréloga positivas na fungdo

respiratoria e quatro na funcéo de resisténcia ao peréxido de hidrogénio.
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8mMH,0, 10mMH,0,

FIGURA 44: A resisténcia ao per 6xido de hidrogénio é restabelecida pelos homdlogos de P. brasiliensis.
nos mutantes aW303Acox17 e aW303Acox19. O ensaio foi realizado de acordo com o descrito
na figura 02. Os mutantes apresentam diferentes nivels de sensibilidade ao H,O, Os homdlogos
PbCOX17 e PbCOX19 sdo capazes de restaurar a resisténcia ao perdxido nos respectivos
mutantes de S cerevisiae. O mutante BY47414cox23 também é sensivel, porém a expressdo
dos homdlogos PbCOX23 de P. brasiliens's parece aumentar esta sensibilidade.
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4.3 Estrutura Genémica

Através de andlise de comparacdo de sequéncias dos genes identificados (Tabela 4)
com aproximadamente 12.000 sequéncias gendmica aeatdrias P. braslienss (RSTs —
“Random Sequence Tags’) geradas a partir de uma biblioteca construida em vetor pUC18
(N6brega, M e colaboradores), foi possivel acessarmos a estrutura gendmica de seis genes
(PbCOX8, PbCOX11, PboMSSH1, PbPET191, PbOXAL e PhSCO1).

Para o estudo da estrutura gendmica dos genes PbCOX4, PbCOX5A, PbCOX6,
PbCOX9, PbCOX12, PbCOX13, PbCOX15, PbCOX16, PbCOX17, PbCOX19, PbCOX23,
PbPET100 e PbPET112 a estratégia foi a identificacdo de clones na biblioteca gendmicade P.
brasiliensis construida em vetor do tipo fosmideo contendo insertos de aproximadamente
40kb (Nbbrega, M e colaboradores). A biblioteca total consiste de 29 placas com 96 clones
cada, ou sgja, 2784 clones. A identificacdo dos clones foi realizada pelo método de
hibridizagdo em super-membranas contendo 96 amostras, com cada amostra contendo 12
clones da biblioteca gendmica. As sondas foram preparadas a partir da amplificagdo dos
insertos referentes a cada um dos genes. Na maioria dos casos utilizamos os oligonucleotideos
das extremidades dos plasmideos para a amplificagdo dos insertos. Os fragmentos foram
purificados (Fig. 45) e utilizados para marcagdo das sondas seguindo o protocolo do
fabricante do kit de marcacéo (Gene Images Random Prime Labelling Module — Amersham
Bioscienses). As reag0es de hibridizagbes nas membranas seguiram as instrugbes do
fabricante do kit de deteccdo (Gene Images CDP-Star detection module - Amersham
Bioscienses). Como cada amostra das membranas foi montada a partir de uma colecéo de 12
clones, a deteccdo se deu sempre em duas etapas. Primeiro identificamos a amostra da colecéo

contendo os 12 clones e em seguida identificagdo do clone especifico de interesse.
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15.000 bp_

FIGURA 45: Fragmentos utilizados com sonda de hibridizacéo.
Andlise em géis 1% agarose contendo 1L do produto da reacéo de PCR (eletrogluido e purificado)

referentes a cada gene que foi utilizado para a marcacdo gerando as sondas para as reagdes de
hibridizagdo em membranas.

Duas abordagens foram utilizadas para identificar o clone especifico de interesse: Uma
delas consistiu em preparar uma nova membrana contendo os doze clones dispostos
individualmente e em seguida fazer uma nova hibridizac8o. Esta estratégia foi utilizada na
identificagdo dos clones referentes aos genes PbCOX4, PbCOX6, PbCOX9, PbCOX12,
PbCOX15, PbCOX19, PbCOX23, PbPET112, PbPET191 e PoOMSS51 (Fig. 46: A-L). A outra
abordagem foi amplificar os fragmentos por reagdo de PCR a partir dos clones individuais da
colecdo referente ao clone ja identificado utilizando os oligonucleotideos disponiveis. Desta
forma identificou-se os clones referentes aos genes PbCOX5A, PbCOX16 e PbPET191.
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FIGURA 46: A-L: Identificacdo dos clones da biblioteca genémica (Fosmid) de P.brasiliensis.
referente aos genes PbCOX4 (A), PbCOX6 (B), PbCOX9 (C), PbCOX12 (D), PbCOX13 (E),
PbCOX15 (F), PbCOX19 (G), PbCOX23 (H), PbPET112 (1), PbPET191 (J), PbMSEL (K) e
PbLORT (L) apartir de hibridizagdo em membranas.

ApoOs a identificacdo dos clones da biblioteca de fosmideos referente a cada gene de
interesse cada clone seria submetido a0 seqiienciamento completo entretanto, como j&
comentado na introducdo deste trabalho, os genomas de trés isolados de P. brasiliensis foram
totalmente sequienciados pelo FGI - Fungal Genome Initiative e se encontram disponiveis em:
http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis’/MultiHome.html.

Diante dessa situacdo, o seqlenciamento dos clones identificados foi interrompido,
sendo a andlise da estrutura genbmica dos genes de interesse redlizadas através de
comparacao de sequéncias utilizando os dados genémicos disponiveis. A andlise consistiu na
comparacao das sequéncias dos genes identificados com a sequiéncia gendmica dos isolados


http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/MultiHome.html
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Pb01, Ph0O3 e Pb18, utilizando a ferramenta de BLASTn disponivel na péagina do FGI. Os
resultados foram sumarizados na Tabela 5.

TABELA 5: Distribuicéo de introns dos genes estudados no isolados Pb01, Pb03 e Pb18 de P. brasiliensis.

Gene Superconti | Numero | Superconti | Numero | Supercontig | Numero
g Pb01 de g Pb03 de Pb18/ (chr) de
Introns Introns Introns

* PhCOX4 20 7 2 5 4/ (chr 4) 7
*PbCOX5A 29 2 17 2 16 / (chr nd) 2
PbCOX6 23 3 9 3 7/ (chr 1) 3
*PbCOX8 26 2 20 2 15/ (chr 2) 2
*PbCOX9 7 2 15 3 8/ (chr 5) 3
PbCOX11 1 3 8 3 10/ (chr 5) 3
PbCOX12 17 4 8 4 10/ (chr 5) 4
* PbCOX13 16 4 9 3 7/ (chr 1) 4
PbCOX15 30 1 19 1 18/ (chr 4) 1
PbCOX16 3 1 3 1 1/ (chr 1) 1
PbCOX17 3 2 5 2 1/ (chr 1) 2
* PhCOX19 6 3 4 3 2/ (chr 3) 3
* PbCOX23 2 K e 4/ (chr 4) 4
PbPET100 11 1 | e | e 5/ (chr 2) 1
* POPET112 4 5 3 4 1/ (chr 1) 4
PbPET191 10 2 5 2 11/ (chr 1) 2
* PbMSS51 32 2 2 2 4/ (chr 4) 2
* PbOXAL 10 3 5 3 11/ (chr 1) 2
* PhSCO1 19 2 3 2 1/ (chr 1) 2

Os dados foram obtidos na pagina do FGI — fungal Genome Initiative. Os genes assinalados com (*) apresentam
fortes evidencias de splicing aternativo e chr (cromossomo), chr nd (cromossomo néo determinado). Dados
atualizados em 28/10/008.

Em geral h& grande diversidade entre os isolados quanto a quantidade de introns e as

evidéncias de ocorréncia de splicing alternativo. Para o isolado Pb18 ja se encontra disponivel

0 numeros do cromossomo em gue localiza os genes.

O gene PbCOX4 ¢é o exemplo mais significativo de gene que apresenta splicing

aternativos. Além da diferenca de nimero de introns entre os isolados, 0 gene estudado

através do transcrito da EST001692 apresenta uma fase aberta de leitura de 197 residuos de

aminoacidos (AY 603795) enquanto que a andlise gendmica apresenta a possibilidade de esta

proteina ser congtituida por 313 residuos no isolado Pbl8. A comparacdo entre as duas

sequiéncias protéicas indica a permanéncia de introns na proteina predita (313 aa) por analise

do genoma.
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O gene PbCOX5A também apresenta evidencias da ocorréncia de splicing alternativo.
Também apresenta variacdo no nimero de residuos preditos entre os isolados e entre a
proteina predita pelo transcrito da EST-VP1-Pb30001-211E08 e a proteina predita pela
andlise da sequiéncia genbmica. A diferenca neste caso é de somente trés (03) residuos.

O gene PbCOX6 com trés introns, apresenta-se bem consistente entre os trés isolados
com 171 residuos preditos para a proteina PbCox6, o que € também coincidente com o
numeros de residuos preditos a partir do estudo da EST-RC2-PbNEW1-155A05.

O gene PbCOX8 foi inicialmente identificado no clone RST-VP1-Pb30003-012G11
com um fragmento gendémico de aproximadamente 1971bp que esta depositado no banco de
dados do GenBank/NCBI sob o nimero de acesso EF988665. A regido codificadora do gene
esta localizada na porcdo central do fragmento com cerca de 542bp a montante do cddon
iniciador. O gene PbCOX8 codifica para uma proteina com 86 residuos de aminoéacidos e esta
interrompido por dois (02) introns contendo os motivos candnicos (5 GT...AG3') de borda
intrdnica (Reinoso et al., 2005). A anélise do gene PbCOX8 no genoma dos trés isolados de P.
brasiliensis confirmam a presenca dos dois introns em cada isolado entretanto mostra
variacbes entre as proteinas preditas, tanto entre a proteina identificada no transcrito
identificado por amplificacdo por PCR (EF681771) quanto entre os trés isolados. A proteina
PbCox8p predita no genoma do isolado Pb01 é composta por 77 residuos de aminoacidos e
nos isolados Pb03 e Pb18 por 67 residuos cada. Também ha notéveis variacbes nas regioes
5UTR e 3'UTR do gene PbCOX8 entre os isolados.

O gene PbCOX9 foi localizado no genoma dos trés isolados entretanto ha um grande
diferenca entre as proteinas preditas através da andlise dos genomas e a proteina estudada
através do transcrito de EST (EST-VP1-Pb30001-209C04) depositada sob 0 nimero de
acesso (AY603792). Além disso, no isolado Pbl8 encontramos esta proteina em dois locus
distintos no cromossomo 05 [(Supercontig 8: 834464-835888 - (122 aa)) e (Supercontig 8:
833321-834882 + (174 aa))]. O numero de introns também variando entre os dois l6cus (3 e 5,
respectivamente).

O numeros de residuos (62ad) preditos para a proteina PbCox9 estudada (AY 603792 -
Bandeira e Nobrega, 2008) esta mais proximo das proteinas preditas nos genomas dos
isolados Pb01 (53aa) e Pb03 (62aa).

O gene PbCOX11 foi inicialmente identificado no clone RST-RC2-Pb30004-018D01
em um fragmento de aproximadamente 2800bp. A regido codificadora do gene PbCOX11 esta
depositada no banco de dados do GenBank/NCBI sob 0 numero de acesso EF679211. Analise
da sequéncia do fragmento demonstrou claramente a presenca de trés introns neste gene.
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Além do gene PbCOX11 outra fase aberta de leitura esta presente neste fragmento. A proteina
predita possui alta similaridade com uma subunidade “C subunit Rfc5” de um fator de
replicacéo de DNA. A regido intergénica esta em torno de 0,5Kb.

A andlise das seqiiéncias gendmicas dos trés isolados de P.brasiliensis confirma os
resultados obtidos com o estudo do clone RST-RC2-Pb30004-018D01, indicando que o gene
PbCOX11 encontra-se bem conservado em relagdo ao numero de introns (03) entre os trés
isolados e 0 nimero de residuos (253ad) nas proteinas preditas e a proteina estudada
(EF679210) a partir de amplificagdo direta por PCR a partir de cDNA Poli(T).

O gene PbCOX12 também apresenta-se bem consistente em relacdo ao nimero de
introns (04) entre ostrésisolados e o nimero de residuos (92ad) nas proteinas preditas a partir
de analise dos genomas. Entretanto, a proteina estudada através do transcrito da EST003252
do isolado POl (AY603794) apresenta 141 residuos. Estas observacbes sugerem o
processamento incompleto do transcrito da EST003252 estudado anteriormente.

O gene PbCOX13 estudado através do transcrito da EST CN243928-1 do isolado Pb01
codifica para um proteina com 142 residuos de aminoacidos (DQ003716). Este nimero de
residuos também ¢é predito aravés da andlise da sequiéncia gendbmica deste isolado (PbO1)
bem como no isolado Pb18, ambos sendo interrompidos por quatro (04) introns. Ja no isolado
Pb03 ocorre uma variagdo tanto no nimero de introns (03) quanto no nimero de residuos
preditos (132aa).

O gene PbCOX15 apresenta apenas um introns em todos os isolados. O nimero de
residuos preditos (491ad) também é exatamente 0 mesmo no trés isolados inclusive na
proteina PbCox15 estudada através do transcrito da EST EST006267 do isolado Pb0O1
(DQO03717).

No gene PbCOX16 observa-se um intron em todos os isolados analisados e nimero de
residuos estimados para a ORF (135ad) € o mesmo em todos eles confirmando os resultados
obtidos no estudo da EST-RC2-PbNEW1-172D04 do isolado Pb18 (AY 842443). Observamos
gue, no entanto asregides 5’ UTR e 3'UTR sdo diferentes nos trés isolados.

O gene PbCOX17 apresenta apenas dois (02) introns em todos os isolados e o nimero
de residuos preditos (78a3) também €& constante no trés isolados inclusive na proteina
PbCox17 estudada através do transcrito da EST EST006191do isolado Pb01 (DQO03718).
Semelhante a0 gene PbCOX16, também variaces nas regides 5’UTR e 3'UTR nos trés
isolados.

O gene PbCOX19 com dois (02) introns em todos os isolados, apresenta variagdo no

tamanho da proteina predita entre os isolados sugerindo a ocorréncia de splicing alternativo.
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A andlise das seguiéncias dos genomas dos isolados Pb0O1 e Pb18 indica a presenca da proteina
PbCox19 com 107 residuos de aminoacidos. Também se observa variagdo nas regifes 5 UTR
e 3UTR do gene em todos os isolados. A proteina predita a partir do estudo da EST
EST014900 do isolado Pb01 também € congtituida por 107 residuos (DQO003414). Ja no
isolado Pb03 a proteina predita é constituida por apenas 95 residuos de aminoéacidos.

Na andlise da seqiiéncia do transcrito da EST008699 referente ap gene PbCOX23
frente a sequiéncia genémica dos isolados de P. brasiliensis observou-se que a proteina predita
nos dados genémicos de P. brasiliensis seria bem maior que as proteinas homdlogas de outros
fungos e até mesmo que a proteina predita (76 aa) no transcrito estudado através do clone da
EST008699. Observou-se gque esta é congtituida por 254 residuos no isolado Pb18 e 432 no
Pb01. N&o foi identificada em Pb03.

No caso do isolado Pbl8 a anadlise gendbmica do gene PbCOX23 indica que este
apresenta oito (08) introns (Fig. 47A) enquanto que aregido gendmica referente ao transcrito
EST008699 (DQ402182) estudado apresenta somente trés introns. A proteina predita no
estudo da EST ainha exatamente com a por¢do C-terminal da proteina predita no genoma
(Fig. 47B) sugerindo que o transcrito estudado possa ser resultado de uma seqiéncia de
cDNA incompleto, que ndo contem a porcdo N-terminal de 179 residuos, ou ainda que
proteina possa ser expressa de forma fusionada a outras proteinas ou entdo processada pos-
traducional mente.
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A Feature Map: Paracoccidioides brasiliensis Pb18 Supercontig 4
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FIGURA 47: PbCox23p predita no genoma do isolado Pb18.
(A) Indica os introns (em azul) da proteina PbCox23p predita no genoma do isolado Pb18. (B)
Andlise comparativa da proteina PbCox23p estudada através do transcrito da EST008699 e a
proteina predita no genomado isolado Pbl18.

Sabe-se que a Cox23p faz parte de uma familia de proteinas que apresentam um
dominio conservado denominado CHCH ([coiled coil 1]-[helix 1]-[coiled coil 2]-[helix 2]
domain ) este dominio também é encontrado em outras proteinas mitocondriais como Cox17p,
Cox19p e a proteina ribossomal Mrpl0. Este dominio também é observado na proteina predita
P. brasliensis.

O gene PbPET100 como j& mencionada anteriormente apresenta variagdo entre os
isolados Pb0O1 e Pb18. Em ambos os isolados este gene esta dividido por um (01) intron. A
proteina identificada no transcrito EST-RC2-Pb30001-125H07 (AY 603796) do isolado Pbl18
apresenta 103 residuos de aminoécidos enquanto que a proteina predita pela andlise do
genoma apresenta 105 residuos. A diferenca de dois (02) residuos de aminoé&cido € decorrente
da presenca de uma repeticdo GGGAGT a mais na proteina predita, ou seja, no transcrito
existem trés (03) dessas repeticdes enquanto que na proteina predita existem quatro (04).

No isolado Pb01 a proteina PbPet100 apresenta 101 residuos sendo que os residuos a
menos também sd0 decorrentes no nimeros de repeticdes GGGAGT. Os introns dos dois
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isolados estéo presentes na mesma posicdo entretanto a sequéncia dos mesmos também
apresenta variagbes. Ha grande diferenca também nas regibes 5’UTR e 3'UTR do gene
PbPET100 dos dois isolados (PbO1 e Pbl8).

Como as repeticoes GGGAGT ndo se encontram em regides de borda intronica a
diferenca do numero de repeticbes das mesmas entre a proteina predita e a proteina estudada
(AY603796) pode ser resultado de um erro de transcricéo.

O gene PbPET112 estudado no transcrito EST-VP1-Pb30001-203E03 codifica para
uma proteina com 603 residuos de aminoacidos (DQ402183) enquanto que a proteina
PbPet112p predita no genoma do isolado Pbl8 é congtituida por 661 residuos. A andlise
comparativa das duas proteinas indica que a proteina estudada (DQ402183) € resultado de um
cDNA incompleto que ndo possui 58 residuos de aminoacidos na regido N-terminal. Este
gene esta dividido por quatro (04) introns no isolado Pbl8.

No isolado PbOl a proteina PbPet112p predita € congtituida por 775 residuos de
aminoacidos sendo interrompida por cinco (05) introns. Ja no isolado Pb03 ndo temos uma
predicéo finalizada. Portanto, a andlise das sequéncias gendmicas dos isolados PbOl1 e Pb18
do fungo P. brasiliensis indicam variacéo na regido codificadora do gene PbPET112 desses
dois isolados.

No estudo do gene PbPET191 amplificou-se 0 gene diretamente do genoma de P.
brasiliensis utilizando 0S olinucleotideos especificos (senso: 5-
CGTGCGGAGCTCGATTGTGTT-3 e anti-senso: 5-TCCGTTCTGCAGCTCCCCC-3')
gue foram desenhados com base na sequéncia da EST EST013844 (Felipe et al., 2003).
Amplificamos um fragmento com 634 pares de base contendo o gene PbPET191 que esta
interrompido por dois (02) introns que codificam para uma proteina com 123 residuos de
aminoacidos. A sequiéncia expressa deste gene ainda ndo foi clonada, porém a andlise da
sequéncia gendmica dos trés isolados de P. brasiliensis (Pb01, Pb03 e Pb18) confirmatanto a
presenca dos dois introns quanto o tamanho da proteina predita que € igual nos trés isolados
com 123 residuos.

O estudo da egtrutura genbémica do gene PbMSSE1 foi inicialmente acessada através
do estudo do clone gendmico RST-VP1-Pb00003-010H04 que contém um fragmento
gendmico com cercade 2,4kb. A comparagdo entre a sequéncia expressa (EST-V P1-Pb00001-
166F10) e a sequiéncia do fragmento gendmico indicava que este gene teria um intron. No
entanto, a comparagdo entre a sequiiéncia expressa (DQO003715) e a sequéncia do fragmento
gendmico indicou que o gene PbMSS51 ndo esta completo faltando aproximadamente 235bp

daregido terminal 3' do gene onde verificou-se presenca de mais um intron posteriormente.
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Através da andlise das sequiéncias gendmicas dos trés isolados (Pb01, Pb03 e Pbl8)
verificou-se que o gene PbMSSb1 estd interrompido por dois (02) introns, sendo 0 mesmo
padréo observado em todos os isolados. Também ndo se observa a ocorréncia de variagdo no
tamanho da proteina predita com 514 residuos entre os isolados e a proteina estuda através do
transcrito de EST-VP1-Pb00001-166F10 (DQ003715).

Na defini¢éo da estrutura gendmica do gene PbOXAL trabalhou-se inicialmente com o
clone genémico RST-V P1-Pb50003-024E10 que é constituido por aproximadamente 1942bp,
verificando-se a presenca dois (02) introns. Na regido 5 deste fragmento observase a
presenca de 81bp que ndo esta presente no clone EST-V P1-Pb30001-205H03. Nesta regido
adicional (81bp) verifica-se um condon iniciador ATG em fase com a ORF deste gene
acrescentando mais 58 residuos a proteina PbOxalp totalizando uma proteina com 532
residuos diferentemente da proteina com 474 residuos (GenBank/NCBI - DQ836715)
identificada através do clone de EST. Numa analise mais cuidadosa da regido 5'da EST
verificou-se 31pb diferentes nesta regido da sequiéncia expressa. Este resultado poderiaindicar
gue: ou a sequéncia expressa (EST-V P1-Pb00001-205H03) ndo contém a regido codificadora
completa do gene PbOXA1, ou temos um caso de gene de copia dupla no genoma e neste caso
o fragmento genémico identificado (RST-VP1-Pb50003-024E10) ndo corresponde ao l6cus
da sequiéncia expressa (EST-V P1-Pb30001-205H03) estudada.

A andlise da sequéncia genbmica dos trés isolados confirma a presenca dos dois
introns no isolado Pbl18, sendo a proteina predita com 514 residuos de aminoacidos. No
isolado P01, o gene PbOXAL esta interrompido por trés (03) introns sendo constituida por
644 residuos de aminoécidos. Ja no isolado Pb03 este gene também esta interrompido por trés
introns entretanto a proteina predita é congtituida por 505 residuos de aminoécidos. Os genes
dos isolados PbO1 e Pb18 sdo mais parecidas entre si, incluindo aregido 3' terminal e os dois
primeiros introns do isolado Pb03. A partir do segundo intron ocorre diferenciagdo. Ja o
isolado PbO1 é o mais distante tendo as sequiéncias intrénicas bem diferentes.

A estrutura gendmica do gene PbSCOL foi acessada inicialmente no clone RST-VP1-
Pb50003-038F06 com aproximadamente 2115bp. Nesta andlise identificou-se a presenca de
dois (02) introns sendo que o segundo esta em fase com a fase aberta de leitura do gene
PbSCO1. Neste clone o gene ndo esta completo faltando uma porgdo daregido 5° do gene. A
analise das seguéncias genbmicas dos trés isolados (Pb01, Pb03 e Pb18) de P. brasiliensis
indica que nos isolados Pb01 e Pbl18 o gene PbSCO1 esta interrompido por dois introns e a
proteina predita é congtituida por 316 residuos de aminoacidos, diferente da que foi

previamente observada (304 residuos) no estudo do transcrito obtido através de amplificacéo
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por PCR (EF679209). Edta diferenca se encontra naregido N-terminal da proteina. Entretanto,
0 cddon iniciador correspondente com o codon iniciador da proteina predita na seqiéncia
genbmica, também esta presente no transcrito amplificado por PCR, porém ndo esta em fase
com a regido codificadora e, portanto, a proteina previamente predita (EF679209) com 304
residuos esté iniciando no segundo condon ATG do gene. Provavelmente ocorreu algum erro
na seqiéncia durante a reagdo de amplificacdo por PCR do gene. No isolado Pb0O3 ainda néo
h& uma predicéo finalizada.

4.4 Expressdo Relativa De Genes Nucleares De P. brasliensis Durante O Periodo De

Transicdo Morfolégica Induzida Pela Mudanca Da Temperatura

Verificar o padréo de expressdo dos genes nucleares de P. brasiliensis envolvidos na
expressao do complexo da citocromo ¢ oxidase mitocondrial, nas formas de levedura, micélio
e nas formas intermedidrias do fungo, durante o periodo de transicdo morfologica, induzida
pela mudanca de temperatura do meio de crescimento foi mais um dos objetivos deste
trabalho, considerando que a fosforilagdo oxidativa seria desacoplada durante a transicéo
morfol6gica de P. brasiliensis de micélio para levedura (Medoff et al., 1987) .

A expressdo do complexo da citocromo ¢ oxidase mitocondrial funcional depende da
expressdo coordenada de genes mitocondriais e nucleares. Além das subunidades estruturais
(oito) que formam o complexo, outras dezenas de produtos génicos sa0 necessdrias para
garantir a montagem funcional deste complexo.

Para quantificacgo do nivel de expressdo de MRNAS estaveis destes alvos especificos
utilizamos reacéo de PCR em tempo real (RT-PCR) baseada na emisséo de fluorescéncia e o
método 2°°% (Livak e Schmittgen 2001) para a quantificacio relativa. De acordo com este
método (2°°!) a expressdo de cada gene é subtraida da expressdo do gene utilizado como
controle enddgeno (ACt) e desta forma pode-se padronizar a quantidade inicial de amostra
utilizada em cada experimento. Edta técnica € a mais utilizada atualmente para a
caracterizagdo da expressdo de genes alvos através da comparagcdo do nivel dos respectivos
MRNAs em diferentes populagcbes de amostras (Orlando et al., 1998). Como controle
enddgeno utilizou-se 0 gene Pbel F3 (Nunes et al., 2005). A amostra inicial (Oh ou levedura)
foi escolhida como agente calibrador ou referencial a expressao de cada amostra obtida apds
as mudancas de temperatura (5h, 10h, 24h, 48h e 120h) até a completa transicdo morfoldgica
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As andlises da expressdo relativas dos genes nucleares de P. brasiliensis envolvidos na
biosintese do complexo da citocromo ¢ oxidase foram realizadas utilizando-se duas
tecnologias digtintas, atecnologia TagMan e ade SYBR Green.

A lista dos “primers’ e “probes’ dos genes alvos (PbCOX2, PbCOX4, PbCOX5A,
PbCOX6, PbCOX9, PbCOX12, PbCOX16, PbCOX17 e PbCOX19) esté descrita na Tabela 3.
Os “primers’ e “probes’ dos genes alvos foram obtidos através do sistema Assay-by-
DesignSM system (Applied Biosystems) enquanto que os “primers’ e a “probe” para o
controle endégeno (PbelF3) foi obtido pela sistema de Custom TagMan® MGB™ Probe
(Applied Biosystems). Estes foram os genes analisados com a tecnologia TagMan. JA as
sequiéncias dos primers dos demais genes estudados através da tecnologia de SYBR Green
estdo descritas na lista de iniciadores na segdo de material e métodos.

Ao todo foram analisados a expressao de vinte e quatro (24) genes sendo o PbCOX2
representante de uma subunidade mitocondrial do complexo. O genes nucleares PbCOX4,
PbCOX5A, PbCOX6, PbCOX8, PbCOX9, PbCOX12 e PbCOX13 representantes de
subunidades estruturais e os genes PbCOX11, PbCOX15, PbCOX16, PbCOX17, PbCOX19,
PbCOX23, PbOXAl, PbPET100, PbPET112, PbMSSH1 e PbSCOl1l também nucleares,
representantes de subunidades que auxiliam na montagem e manutencéo do complexo COX
funcional. Além dos genes envolvidos no complexo da COX também foi analisado a
expressao de representantes de genes de outros complexos da cadeia respiratdria mitocondrial :
O gene PbNDI1 do complexo da NADH-Coenzima Q-redutase (complexo I). Os genes
PbRIP1 e P0QCR7 do complexo da ubiquinol citocromo ¢ redutase (complexo 111), os genes
PbATP4 e PbATP7 complexo da ATP-sintase mitocondrial.

ApO6s a normalizacdo dos resultados da reagdo de RT-PCR (PCR em tempo real)
contra o gene Pbel F3, utilizado como controle enddgeno, os resultados foram resumidos em
gréficos como mostram as figuras (48A a 71A). A observacdo dos resultados mostra que
existe uma modulagdo da expressdo de todos os genes durante 0 processo de transicao
morfolégica do fungo. Pode-se observar uma variagdo no comportamento de alguns genes em
relacdo a maioria entretanto a visdo gera indica que ocorre aumento da expressdo quando a
temperatura é aumentada de 25 °C para 37 °C e diminui¢éo quando a temperatura é baixada
de 37 °C para 25 °C.

Considerando que os mRNAs utilizados para as reagdes de qRT-PCRs foram todos
quantificados, foi realizada também a analise da expressdo desses genes sem a normalizacéo
com o controle endbégeno. Embora se observe um mesmo padrdo quando a temperatura é

elevada, ou sgja, aumento da expressdo, pode ser observado um padréo diferenciado na
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expressdo destes genes quando a temperatura € diminuida de 37 °C para 25 °C em relacéo a
analise utilizando o PbelF3 como controle endégeno (Fig. 48B a Fig. 71b). Nesta situagcéo
geralmente ocorre um aumento da expressdo durante as primeiras 10 horas seguida de um
progressivo declinio no restante do periodo analisado.

A andlise da expressdo do gene Pbel F3 durante o periodo da transicdo morfologica
mostrou que este gene também sofre modulagdo (Fig. 72) durante este processo e que
portanto, ndo € apropriado para 0 uso como controle enddgeno. Diante deste resultado
consideramos a expressao dos genes estudados, a partir da analise sem o controle endégeno
(Fig. 48B aFig. 71B).

Portanto, durante a transicdo morfologica de levedura para micélio induzida por
mudanca da temperatura do meio de crescimento do fungo P. brasiliensis ocorre um aumento
da expressdo de todos os genes analisados durante as primeiras 10 horas de diminuicdo da
temperatura com progressivo declinio da expressao no restante do periodo.

Ja quando atemperatura é aumentada de 25 °C para 37 °C natransicdo de micélio para
levedura observa-se aumento continuo da expressdo da maioria dos genes durante todo o
periodo datransicdo morfoldgica. As excegbes sdo quanto aos genes PbNDI 1 do complexo | e
os genes codificadores de proteinas auxiliares da montagem e manutencdo do complexo da
COX, PoMSS1, PbPET112, PbCOX15, PbCOX16 e PbCOX17. Nestes genes observa-se ou
um aumento discreto ou somente peguenas variagdes da expressdo durante o periodo da
transicéo.
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induzida pela mudanca da temperatura. A: Com controle enddgeno. B: Sem controle endégeno.
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induzida pela mudanca da temperatura. A: Com controle enddgeno. B: Sem controle endégeno.
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induzida pela mudanca da temperatura. A: Com controle enddgeno. B: Sem controle endégeno.
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FIGURA 53: Expressdo do gene PbCOX9 durante a trans¢ao mor fol6gica de P. brasliensis.
induzida pela mudanca da temperatura. A: Com controle enddgeno. B: Sem controle endégeno.
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FIGURA 55: Expressdo do gene PbCOX12 durante a transi¢do mor fol6gica de P. brasiliensis.
induzida pela mudanca da temperatura. A: Com controle enddgeno. B: Sem controle endégeno.
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induzida pela mudanca da temperatura. A: Com controle enddgeno. B: Sem controle endégeno.
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induzida pela mudanca da temperatura. A: Com controle enddgeno. B: Sem controle endégeno.
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FIGURA 67: Expressdo do gene PbNDI 1 durante a transi¢do morfol6gica de P. brasiliensis.
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FIGURA 68: Expressdo do gene PbRIP1 durante a transi¢ao mor fol 6gica de P. brasiliensis.
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induzida pela mudanca da temperatura. A: Com controle enddgeno. B: Sem controle endégeno.

induzida pela mudanca da temperatura. A: Com controle endodgeno. B: Sem controle endégeno.
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4.5 | dentificagdo de Sider 6fer o em Paracoccidioides brasiliensis

O projeto de sequenciamento gendémico de P.brasilensis foi iniciado em 2004 por
Nobrega, M. e colaboradores no LGMG com a construcéo de vérias bibliotécas de RSTs —
“Random Sequence Tags’ ou sequiéncia aleatdria de fragmentos do genomade P. brasiliensis.
Para trabalhar com o genoma deste fungo foi necessério padronizar varias metodologias de
extragcOes e purificagdo do DNA total, alem da obtencdo e purificagdo dos fragmentos
genomicos, montagem das bibliotecas estocagem dos clones, padronizacéo da reagcdo de PCR
de seguienciamento de fragmentos longos bem como no sequienciamento completo e andlise in
silico de clones contendo insertos grandes, ou seja, maiores que 5 kb.

Um clone denominado PbCO08 foi inicialmente selecionado para 0 sequenciamento
completo devido aos resultados obtidos através da analise do padrdo de bandeamento por
digest@o enzimética, que nos indicou a presenca de um fragmento gendmico maior de 5 kb. O
seqlienciamento do inserto total deste clone foi realizado através da técnica de insercéo de
transposons e subclonagem. Como resultado obtivemos a segiiéncia de um fragmento
gendbmico de aproximadamente 7.865bp. Uma analise de agrupamento de seqliéncias contra o
banco de dados de seqiiéncias de RSTs de P. brasiliensis resultou no agrupamento de mais
1856bp constituindo um fragmento gendmico conhecido de 9721bp.

A andlise in silico, por comparagdo de sequéncias contra o banco de dados do
GenBank/NCBI, utilizando a ferramenta BLASTYX, indica a presenca de pelo menos dois
genes completos e parte de um terceiro. Um dos genes que estava aparentemente completo no
fragmento apresentou similaridade com uma NRPS (Nonribosomal Peptide Synthetase) de
Aspergillus fumigatus (Genel D: XP_751389.1). Esta observagédo foi um dos pontos iniciais de
motivacdo que nos levou a investir na identificagdo e caracterizagdo de sideréferos bem como
a identificacd de genes relacionados a biosintese deste composto quelante de ferro em
P.braslienss.

Para identificacdo de sideroferos em P.brasliensis estamos utilizando o método
universal para deteccdo de sideroferos descrito por Schwyn e Neilands em 1987. O método
envolve a utilizagdo de um corante Chrome Azurol S (CAS) complexado com
hexadecyltrimethyla mMonium bromide (HDTMA) e ferro este complexo tem coloragdo azul.
A remocgéo do ferro do complexo CAS-Fe/HDTMA por um siderofero torna o corante
laranjado. O corante quando incluido em um meio de cultura pode demonstrar a habilidade de
um organismo de remover o ferro do complexo CASSHDTMA e, portanto, de produzir
siderofero através do cultivo direto. Para utilizagdo deste método em P. brasiliensis foi


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=XP_751389.1
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necessério fazermos a adaptacdo de um meio de crescimento especifico para este organismo,
como descrito em material e métodos.

Utilizando este método nos detectamos a producdo de sideréfero nos cinco isolados
(Pb608, Pbl8, Pb339, Pbl925 e PbAP) de P.brasliensis testados. A deteccdo pode ser
observada na figura 73. Uma breve comunicagdo sobre os resultados ja obtidos foram

apresentados no “IX Encontro Internacional sobre Paracoccidioidomicose” (Fungal cell
biology. Rev. Inst. Med. trop. S. Paulo, 2005, vol.47 suppl.14, p.43-47. ISSN 0036-4665)
realizado de 02 a 05 de outubro de 2005 em Aguas de Lindoia S&o Paulo, Brazil.

FIGURA 73: Detecgdo da producéo de sider 6fer os em cinco isolados de P. brasliensis.
(Pb608, Pb18, Pb339, Pb1925 e PbAP). O halo aaranjado é decorréncia da retirada do ferro
complexado com CAS e HDTMA pelos siderdferos secretados.

Para a caracterizagdo quimica do tipo (ou dos tipos) de sideréfero secretado por P.
brasiliensis foi necessario padronizar a identificacdo deste composto em meio liquido.

Foi utilizado um meio de cultura especifico para P. brasiliensis mais as sugestfes do
método universal de Schwyn e Neilands (1987), que indica uma solugdo de deteccdo de
sideroferos em meio liquido (tanto o meio especifico quanto a solugdo de deteccdo estéo
descrito em “Material e Métodos’).

ApOs aproximadamente sete dias de crescimento neste meio contendo baixa
concentracdo de ferro as células sdo recolhidas por centrifugacéo. O sobrenadante é filtrado e
a deteccdo de sideroferos é feita através da mistura do sobrenadante de cultura com a solucéo
de deteccdo (volume/volume). Novamente utilizando 0 mesmo principio que no meio solido,
a solucéo de detecgdo tem coloracdo azul, devido ao complexo CAS-Fe/HDTMA e aremocao
do ferro do complexo torna o corante laranja. O meio de crescimento controle foi utilizado e
como esperado a mudanca na coloragdo da solucdo s foi observada na mistura contendo o
sobrenadante da cultura. O mesmo experimento foi realizado crescendo-se o fungo em meio
contendo 0,5M FeCl3 e neste meio em alta concentracdo de ions Fe a producéo de sideroferos
ndo é observada, fato que corrobora 0s nossos resultados obtidos pelo método universal de
Schwyn e Neilands (1987) desde que a sintese de sider6fero normalmente € inibida em altas
concentragoes do metal.
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Embora j& tenhamos obtido o sobrenadante concentrado com sideroferos de P.
brasiliensis e também ja termos as amostras parcilmente purificada através de purificacdo em
coluna AMBERLITE XAD16, a andlise da estrutura quimica dos compostos presentes na
solucdo ainda ndo foram realizadas, devido a falta de infraestrutura disponivel para a
realizagdo das mesmas até 0 momento.

451 ldentificagho De Genes Associados A Biossintese De Sideréfero Em
Paracoccidioides brasiliensis

Através de uma busca na literatura sobre as enzimas envolvidos na biosintese
sider6feros em fungos, constatou-se a importancia da enzima L-ornithine N5-oxigenase,
desde que a reacdo catalisada por ela (N5-hidroxilagdo da ornitina) € a primeira etapa da via
metabdlica de sintese de sideroferos em fungos.

Utilizando a seguéncia peptidica da proteina ornithine-N5-oxygenase (gi|67539306)
de Aspergillus nidulans contra o branco de dados de ESTs e RSTs de P. brasiliens's, nos
identificamos dois clones de ESTs (EST014201 eST014545) e um clone de sequéncia
genbmica RST-VP1-Pb50004-009D06 de P. brasiliensis que apresentam um alto nivel de
similaridade com esta proteina de A. nidulans.

O inserto do clone RST-V P1-Pb50004-009D06 foi totalmente sequienciado utilizando-
se atécnica de inser¢éo de transposons. O fragmento de DNA gendmico deste clone consiste
de aproximadamente 3151 bp. Quando a seqiiéncia completa do inserto de 3151 bp contido no
clone da RST-V P1-Pb50004-009D06 de P. brasiliensis é comparada contra o banco de dados
do GenBank/NCBI, utilizando a ferramenta BLASTX, pode-se observar que este fragmento
apresenta similaridade com a enzima L-ornithine-N5-oxygenase de vérios fungos entretanto a
regido codificadora ndo estd completa faltando aproximadamente trinta (30) residuos de
aminoacidos da regido N-terminal e portanto o fragmento genémico analisado ndo contém a
sequiéncia codificadora completa para a L-ornithine-N5-oxygenase .

Nesta andlise também podemos observar a presenca de possiveis sequiéncias intrénicas
dentro daregido correspondendo aregido de similaridade com as homélogas (L-ornithine-N5-
oxygenase). Através da comparagdo da seqiiéncia do fragmento gendmico com a seqiiéncia da
EST014545, identificou-se uma sequiéncia com caracteristicas do primeiro intron que inicia
no nucleotideo da posicdo 757 e termina no nucleotideo 864, deduzindo um provavel intron
de 107 bp. E outro possivel intron que se inicia no nucleotideo 1364 e termina em 1445,
congtituindo um intron de 81bp que foi identificado aravés de andlise variadas da sequiéncia



157

Retirando-se manualmente as duas regides caracteristicas de introns do fragmento obtém-se
uma fase aberta de leitura com 489 residuos de aminoécidos. A andlise por BLASTp/NCBI
confirma a identidade com a proteina L-ornithine-N5-oxygenase e mostra que esta homéloga
de L-ornithine-N5-oxygenase de P. brasliensis apresenta o dominio conservado lucD
(Lysine/ornithine N-monooxygenase) caracteristico de enzimas envolvidas na biosintese de

metabolitos secundario, incluindo os sideroferos (Fig. 74).

1 100 200 F00 400 4549

TrkA
Lpd
Pur_redox
TrxB
FHO-1like
Descriptions
H Title Pssmid Multi-Dom E-value
[+]COG3486, lucD, Lysinelomithine N-monooxygenase [Secondary metabolites biosynthesis,t.. 33289 No  1e70
HCOG2072, TrkA, Predicted flavoprotein involved in K+ transport [Inorganic ion transpor... 32255 Yes 3e-7
[HCOG1249, Lpd, Pyruvate/2-oxoglutarate dehydrogenase complex, dihydrolipoamide dehydrog... 31441 Yes de-7
[Hpfam00070, Pyr_redox, Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase. This family inclu... 40171 Yes 0.000001
HCOG0492, TrB, Thioredoxin reductase [Posttranslational modification, protein turnover... 30838 Yes 0.00086
[Hpfam00743, FMO-like, Flavin-binding monooxygenase-like. This family includes FMO prote.. 40824 Yes 0.003
[ Search for similar domain architectures ]

FIGURA 74: Alinhamento por BLASTp da proteina L-or nithine-N5-oxygenase de P. brasiliensis.
identificada na ORF referente a RST-V P1-Pb50004-009D06. A figura mostra a presenca do
dominio conservado lucD (Lysine/ornithine N-monooxygenase) caracteristico de enzimas
envolvidas na biosintese de metabdlitos secundério, como no caso dos siderdferos.
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As sequéncias dos dois clones de ESTs (EST014201 eST014545) ndo foram
analisadas entretanto, presenca dos mesmos nos bancos de dados de P. brasiliens's, indica que
esta proteina realmente é expressa neste fungo e que, portanto, identificando um dos genes
envolvidos na biosintese de sideréferos em P. brasiliensis.

Além da sequiéncia codificadora para a L-ornithine-N5-oxygenase, também pode ser
observado a presenca de outra sequiéncia codificadora no fragmento genémico do clone
referente a RST-VP1-Pb50004-009D06. Esta segunda sequiéncia codificadora possui
similaridade com a enzima Peroxisomal Dehydratase de varios fungos inclusive de
Aspergillus fumigatus e Aspergillus nidulans. Esta enzima contém os dominios conservados
HDE_HSD - (“R-hydratase-like hot dog fold of the 17-beta-hydroxysteriod dehydrogenase
(HSD), and Hydratase-Dehydrogenase-Epimerase (HDE) proteins; cd03448"). Como 0s genes
gue controlam o metabolismo secundario em fungos normalmente estdo organizados em
conjuntos (“clusters’), as expectativas sugerem gue esta segunda enzima também possa estar
envolvida na via de biosintese de sideroferos.

A partir da disponibilizagdo da seqiiéncia completa dos genomas dos trés isolados de
P. brasiliensis foi possivel chegar a regido codificadora completa do gene da L-ornithine-N5-
oxygenase e, aém disso, confirmar a presenca da regido codificadora do gene da enzima
peroxisomal dehydratase bem como identificar a regido codificadora do gene homélogo ao
gene mirA, que codifica para um transportador de sideroforos. A confirmagdo da presenca
destes genes envolvidos com a via de biositese de sider6feros nesta regido genémica de P.
brasilienss fortemente sugerem que realmente esta regido representa um cluster de via
biosintética de sideroferos neste fungo.
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5 DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivos a identificagdo e caracterizagcdo funcional de genes
de P. brasilienss homélogos aos de levedura Saccharomyces cerevisiae envolvidos na
biogénese do complexo da citocromo ¢ oxidase mitocondrial, por meio da complementacéo
funcional em mutantes de S cerevisae. Estudar a estrutura genbmica destes genes
observando a existéncia e localizacdo de introns e, analisar a expressdo dos mesmos nas fases
micelial, leveduriforme e durante a o processo de transicdo morfoldgica induzida por
temperatura. Além disso, verificar se para este fungo a clonagem direta (a partir de seqliéncia
gendmica) permite a expressao funcional nalevedura S. cerevisiae.

Neste trabalho estudamos 15 novos genes de P. brasliensis envolvidos na biogénese
da haloenzima COX totalizando dezenove genes identificados deste complexo em P.
brasiliensis. A seqiéncias obtidas foram depositados no banco de dados do GenBank/NCBI.
Como para o fungo P. brasiliensis ainda ndo existe técnica de delecdo de genes e nem de
transformacdo padronizados, os genes foram estudados quanto a capacidade de restaurar a
atividade da citocromo ¢ oxidase por meio da complementagdo funcional em mutantes de S
cerevisae. A primeirainiciativa de utilizagdo desse procedimento para o estudo funcional de
genes de P. braslienss foi com o estudo do gene da ornitina descarboxilase (ODC) que
complementou com sucesso 0s transformantes do mutante nulo odc de S. cerevisiae com o
gene PbODC de P. brasiliensis (Nifio-Vega et al., 2004). Atualmente j& existe publicacéo de
varios outros genes estudados com esta técnica, como o gene PbURA3 (Reinoso & al., 2005) e
inclusive o gene PbCOX9 que complementou a capacidade respiratéria da linhagem mutante
cox9 de levedurade S. cerevisiae (Bandeira e Nobrega, 2008).

Dos 15 novos genes estudados de P. brasiliensis tivemos sucesso na complementacéo
funcional apenas com os genes PbCOX6, PbCOX17, PbCOX19 e PbOXAL. O gene PbCOX6
€ uma subunidade estrutural da COX enquanto que os genes PbCOX17, PbCOX19 estdo
envolvidos no transporte de ions Cu para os centros ativos CuA e CuB deste complexo. O
gene PbOXAL codifica para uma insertase que esta envolvida na inser¢do da subunidade
Cox2p durante a montagem da holoenzima (He e Fox, 1997; Hell et al., 1997).

O gene PbOXA1 de P.brasiliensis foi capaz de substituir a funcdo de seu homélogo
em linhagem mutante da levedura S cerevisiae entretanto quando testamos o recombinante
construido com o incerto gendmico, contendo dois introns, a complementagdo funcional ndo
ocorreu, provavelmente porqué a maguinaria de “splicing” da levedura ndo reconheceu 0s
introns de P. brasiliensis. Este resultado nos leva a concluir que a clonagem direta do genoma
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de P. brasliensis ndo permite a expressdo funcional na levedura S. cerevisiae, como €
possivel com o genomado fungo C. albicans (Uedaet a., 1997).

Através do alinhamento entre proteinas homologas de varios organismos para um
determinado gene, pode-se observar além das regides conservadas, auséncia ou inser¢éo de
pequenos trechos da proteina, ou ainda acréscimo de seqiiéncia nas porgdes N-terminal e/ou
C-terminal provavelmente interfirindo na estrutura tridimensional da proteina impedindo a
perfeita interacdo com suas parceiras. Esta hipotese poderia ser utilizada para argumentar
porque ndo obtivemos sucesso na complementacdo funcional com varios genes estudados.
Entretanto, ainda ndo fomos capazes de estabelecer nenhum padréo, que poderiam explicar ou
prever, através da andlise de sequiéncias, determinado resultado, uma vez que obtivemos
complementacBes funcionais com proteinas apresentando relativamente baixo grau de
similaridade de seqiiéncia como no caso do gene PbOXAL.

Quanto as andlises da expressdo relativa dos genes estudados (PbCOX2, PbCOX4,
PbCOX5A, PbCOX6, PbCOX8, PbCOX9, PbCOX11l, PbCOX12, PbCOX15, PbCOX16,
PbCOX17, PbCOX19, PbCOX23, PbPET100, PbPET112, PbOXAl, PoMSSH1 e PhSCO1,
PbNDI1, PbQCR7, PbRIP1, PbATP4 e PbATP7), durante a transicdo dimorfica de P.
brasiliensis tanto de micélio para levedura (M-Y) quanto de levedura para micélio (Y-M), os
resultados indicam que estes genes s80 modulados e que existe expressdo ativa das
subunidades do complexo da citocromo c¢ oxidase, indicando atividade mitocondrial e
respiracao durante o processo de transi¢cdo dimorfica

Embora exista pequenas diferencas no perfil de expressdo entre os V&rios genes
estudados, pode-se observar um padrdo bem definido de aumento da expresséo deste genes
durante todo o periodo datransi¢éo de micélio para levedura. Ja natransi¢éo de levedura para
micélio observamos nas primeiras 10 horas um perfil mais ou menos constante de aumento da
expressao seguido de declinio até o termino (120h) datransi¢éo.

O aumento da expressdo dos genes que participam da biosintese dos complexos
respiratérios € consistente com a maior demanda de energia necesséria para que 0 processo de
transicdo dimorfica ocorra. Enquanto que o declinio da expressdo na transicdo de levedura
para micélio apos as 10 horas iniciais € consistente com menor atividade de respiracéo
aerbbica observada no fungo na forma de micélio.

A ocorréncia de atividade respiratdria do fungo P. brasiliensis durante o processo de
transicdo € corroborado pelos relatos de Campos et al., 2008, que demonstra a ocorréncia de
respiracdo mitocondrial acoplada a fosforilagdo oxidativa durante o processo de transi¢do do
fungo da fase micelial para a forma patogéncia de levedura e de Martins et al. (2008) de que
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inibidores da cadeia transportadora de elétrons retardaram a transicdo de micélio para
levedura em culturas de P. brasiliensis.

Considerando os dados de expressdo comparativa das subunidades da citocromo ¢
oxidase mitocondrial de P. brasiliensis, o presente resultado sugere que o metabolismo do
fungo na fase de levedura pode ser mais aerdbico do que na fase filamentosa. Entretanto,
Felipe et al., 2005 através de uma analise do padrdo de expressdo de genes centrais de
metabolismo do fungo tal como o0s genes das enzimas isocitrato desidrogenase e succinil-CoA
sintetase, relacionadas ao ciclo do citrato, sugere um metabolismo mais aerébico paraaforma
micelial de P. brasiliensis e pelo menos um potencial mais fermentativo na formade levedura
entretanto as observagdes dos autores se restringiu as formas de micélio e de levedura, ndo
sendo observadas durante o periodo de transicdo. Além disso, as andlises foram realizadas
com um isolado diferente (Pb0O1) crescendo também em meio diferente do que o utilizado em
nossos estudos com o isolado Pbl8. Em estudos mais recentes Costa et al., 2007, mostrou
através de anadlise de RT-PCR semi-quantitativo, que apesar de existir maior expressdo de
genes relacionados a0 metabolismo fermentativo na forma de levedura, também pode se
observar uma super expressao da subunidade FOF1 da ATP-sintetase nesta forma do fungo.

A interpretacdo de Felipe e colaboradores também é compartilhada da pelos dados de
PCR quantitativo em tempo real da expressdo do gene que codifica para a enzima (ADH1)
alcool desidrogenase | (Nunes et al., 2005) que estd mais expressa na fase de levedura. Em
umatentativa de esclarecer melhor estas observacfes, também acessamos a expressao do gene
da alcool desidrogenase | durante a transicdo dimorfica de P. brasiliensis e, os resultados
obtidos confirmam que o gene que codifica esta enzima € super expresso na forma de
levedura (dados ndo mostrados). Entretanto, a expressdo do gene da alcool desedrogenase |
também foi acessada durante a transicao de levedura para micélio sendo também detectado
consideravel expressdo deste gene na forma de micélio embora em menor proporcéo. A
disparidade entre os resultados obtidos em relacdo aos dados de Medoff et al., 1997, também
podem ser justificados considerando-se que os experimento de Medoff foram realizados
utilizando-se um isolado (Pb60) bem como meios de crescimento diferente do que estamos
estudando. A linhagem com a qual este estudo foi realizado, Pb18, € capaz de atingir a
completa transicdo dimorfica no periodo de aproximadamente cinco (05) dias enquanto que o
Pb60, utilizado por Medoff completa a transicdo em 21 dias. Além disso, como também j&
observado e relatado por Campos et al., 2008, diferentemente dos experimentos realizados
neste trabalho, Medoff e colaboradores realizaram seus experimentos em presenca de um
inibidor (SHAM) de oxidase alternativa (AOX), uma oxidase terminal relatada somente em
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plantas e fungos que também reduz O, em H,0, que como conseqliéncia reduz o potencial de
membrana reduzindo também a fosforilagéo oxidativa. Portanto, apesar da inibicdo da AOX
por Medoff, de certa forma devesse prevenir ainibicdo da fosforilagao oxidativa esta ndo é a
real situacéo do fungo quando em presenca do estresse de temperatura, seja durante a invasao
do hospedeiro ou em caso de aumento de temperatura do meio de cultura e, portanto, a
inibicdo da AOX pode ser considerada inapropriada para os estudos em questdo. Estas
observagdes, portanto, podem ser consideradas quando comparamos os resultados de Medoff
et a., 1997 com os obtidos neste estudo. Muito embora, possamos justificar e preciso notar
gue em nosso estudos estamos inferindo resultados a partir da andlise de quantitativa de
MRNASs gue nem sempre se reflete em efetiva tradugdo dessa moléculas, além da respiracéo
também pode ser modulada em eventos pds-traducionais.

Ainda pode ser considerado que 0 aumento da expressao seja causado meramente pela
mudanca da temperatura em periodo de adaptacdo a nova condicdo ambiental. Dados n&o
mostrados indicam que mesmo quando atransi¢céo dimoérfica é inibida, verifica-se aumento da
expressao dos genes respiratérios quando a temperatura € aumentada de 25 para 37 °C em
niveis relativamente comparaveis aos observados durante a transi¢éo.

Considerando todos os relatos sobre os resultados obtidos com estudo de respiracéo do
fungo P. brasiliensis, podemos inferir que este fungo utiliza-se tanto de respiragdo aerdbica
como anaerObica em ambas as formas morfoldgicas, muito embora, parece haver
predominancia de respiracdo aerdbica na forma patogénica de levedura.

Neste trabalho foi analaisado estrutura genomicas dos dezenove (19) genes de P.
braslienss. Os genes PbCOX11, PbPET191, PbSCOl1, PbMSS51 e PbOXAl foram
sequienciados a partir de bibliotecas construidas durante o trabalho ou a partir de amplificacéo
por reacdo de PCR direta do genoma. O restante dos genes foram estudados a partir da
sequéncia genomica dos isolados Pb01, Pb03 e Pbl8, disponibilizados publicamente pelo
Fungal Genome Initiative — FGI.

A quantidade de introns nos genes estudados varia de um (01) a sete (07), sendo mais
frequente a média de dois (02) a trés (03) introns em cada genes. Todos os introns
identificados nos genes de P. brasiliensis apresentam os dominios caracteristicos de borda
intronica (Reinoso et al., 2005). Em muito dos genes observa—se variages do numero de
introns nos diferentes isolados indicando a possibilidade de splicing alternativo.

Para o isolado Pbl8 foi possivel identificar, com excecdo do PbCOX5A, o
cromossomo de origem de cada gene. A maior parte dos genes estudados est&o localizados no
cromossomo 01 (PbCOX6, PbCOX13, PbCOX16, PbCOX17, PbPET191, PbOXAl e
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PbSCOL1), no cromossomo 02 identificamos somente os genes PbCOX8 e PbPET100. O gene
PbCOX19 esta isolado no cromossomo 03. No cromossomo 04 identificamos os genes
PbCOX4, PbCOX15, PbCOX23 e 0 PbMSH1 e finalmente no cromossomo 05 encontra-se 0s
genes PbCOX9, PbCOX11 e PbCOX12. Embora haja uma concentragdo de genes no
cromossomo 01, ndo ha evidéncias de formacdo de “clusters’ contendo os genes do complexo
da COX.

Apesar de termos interrompido o sequenciamento depois da liberacéo dos bancos de
dados da FGI, identificamos todos os clones selecionados na biblioteca gendémica construidas
em fosmideo através dos experimentos de hibridizagdo com as super-membranas. Estes clones
estdo disponiveis para qualquer estudo especifico que se venha fazer destes genes.

Foi recentemente mostrado que os mutantes cox1l (Banting e Glerum, 2006;
Khalimonchuc et al., 2007) e scol (Williams et al., 2005) de S. cerevisiae sd0 hipersensiveis
ao peréxido de hidrogénio. Sendo estas proteinas ligantes de ions Cu esta sensibilidade ou
funcdo estaria restrita a esta classe de proteinas, desde que outras linhagens mutantes de
outros genes envolvidos na biosintese da COX ndo apresentaram esta caracteristica (Banting e
Glerum, 2006). Os autores sugeriram que a perda da atividade do complexo ndo constitui em
pré-requisito para a sensibilidade ao H202. Explorando esta informagdo verificamos neste
trabalho que os mutantes Acox17, Acox19 e Acox23 de S cerevisiae também apresentam
sensibilidades ao peroxido de hidrogénio em diferentes concentrages fortalecendo a relacéo
da resisténcia ao perdxido de hidrogénio a familia das proteinas ligantes de cobre (Banting e
Glerum, 2006; Williams et al., 2005). Estudos anteriores (Banting e Glerum, 2006)
mostravam gque o mutante Acox17 ndo apresenta sensibilidade a concentragdo de 6 mM de
H,0, entretanto em nosso trabalhos quando submetemos o mutante cox17 ao estresse de altas
concentragbes (8 mM e 10 mM) de peroxido observamos melhor a expressdo desta
sensibilidade.

Portanto quanto a esta funcdo temos quatro genes de P. brasliensis (PbCOX11,
PbCOX17, PbCOX19 e PbSCO1) que sdo capazes de restabelecer a funcdo de seus
homologos nas linhagens mutantes de S. cerevisiae. Lembrando que somente com PbCOX17,
PbCOX19 obtivemos sucesso quanto a complementacdo funcional da capacidade respiratoria
dos mutantesde S. cerevisiae.

A parcial funcionalidade do gene COX11 de S cerevisiae ja foi demonstrado ser
suficiente para promover aresisténcia ao peroxido de hidrogénio (Banting e Glerum, 2006) e
isto pode explicar o fato de que os genes de P. brasiliensis, PbCOX11 e PbSCO1 embora ndo
sejam funcionalmente equivalentes na funcé@o respiratéria aos homologos de S. cerevisiae
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sejam equivalentes na funcdo de resisténcia ao peréxido de hidrogénio. A equivaléncia em
uma das duas possiveis funcdes destas proteinas de P. brasiliensis aos homologos de S.
cerevisiae pode, neste caso, validar a caracterizagdo funcional destes dois novos genes de P.
braslienss.

Dos dezenove genes do complexo da COX de P. brasiliensis estudados, quatorze ndo
sdo funcionalmente equivalentes na fungdo respiratdria muito embora conservem alto grau de
similaridades na seqliéncia priméria. Portanto, supde-se que a ndo equivaléncia se deva aos
arranjos de estrutura terciaria dessas proteinas maturadas.

O trabalho agui exposto apresenta um avango qualitativo e quantitativo de
informagOes até entdo desconhecidas sobre a via metabdlica de sintese da haloenzima
citocromo ¢ oxidase mitocondrial no fungo patogénico P.barsliensis. O entendimento da
atividade deste complexo durante a transi¢do do fungo para a forma patogénica é de grande
importancia visto que todos os genes analisados tém sua expresséo modulada neste processo.
Um estudo mais aprofundado, principalmente das subunidades do complexo da COX de P.
brasiliensis que ndo sdo capazes de substituir a funcdo de suas homélogas nos mutantes de S,
cerevisiae, pode ser uma fonte de descoberta de novos alvos terapéuticos, visto que a funcéo
de respiracdo é vital para todos os eucariotos, inclusive para o fungo e encontrar diferencas
significativas entre genes respiratérios de P. brasiliensis e principal mente dos genes humano,
€ evidentemente importante.

Acrescentamos dados importantes (“clusters’) sobre genes envolvidos em vias
metabllicas secundérias (biosintese de sideréferos). Outro aspecto importante € a nossa
abordagem sobre estes quelantes de ions Fe3+ (sideréferos) nestas células demonstrando por
ensaios bioquimicos a secregdo de sideroferos por este fungo. Destacamos o fato de que estas
moléculas sdo conhecidas na literatura como moléculas que atuam como fatores de viruléncia
em fungos patogénicos. Assim iniciamos também os estudos em P.brasliensis nesta

importante area de moléculas consideradas como uma alternativa de alvo quimioterapico.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho estudamos 15 novos genes de P. brasliensis envolvidos na biogénese
da haloenzima citocromo ¢ oxidase mitocondrial, totalizando 19 genes (PbCOX4, PbCOX5A,
PbCOX6, PbCOX8, PbCOX9, PbCOX11, PbCOX12, PbCOX13, PbCOX15, PbCOX16,
PbCOX17, PbCOX19, PbCOX23, PbMSS51, PbPET100, PbPET112, PbOXAl, PbSCO1)
identificados deste complexo em P. brasiliensis. As sequiéncias obtidas foram depositados no
banco de dados do GenBank/NCBI .

Trabalhamos também na identificagdo de genes envolvidos na biosintese de
siderdferos, bem como na verificagdo da ocorréncia de secrecdo destes compostos em cultura
deP. brasiliensis.

Dos novos genes estudados tivemos sucesso na complementacdo funcional heteréloga
em mutantes de S. cerevisiae com os genes PbCOX6, PbCOX17, PbCOX19 e PbOXAL.

O gene PbOXA1 também foi testado quanto a capacidade de complementacdo a partir
da sequéncia do fragmento gendmico. Neste ensaio ndo obtivemos sucesso na
complementac&o indicando que a complementac&o direta de genes entre estes dois fungos néo
ocorre.

Neste trabalho foi analisada a estrutura genomica dos dezenove (19) genes de P.
braslienss. Os genes PbCOX11, PbPET191, PbSCOl1, PbMSS51 e PbOXAl foram
sequienciados a partir de bibliotecas construidas durante o trabalho ou a partir de amplificacéo
por reacdo de PCR direta do genoma. O restante dos genes foi estudado a partir da sequiéncia
genomica dos isolados Pb0l1, Pb0O3 e Pbl8, disponibilizados publicamente pelo Fungal
Genome Initiative — FGI. Todos 0s genes sao analisados apresentam introns, como discutidos
anteriormente e ha evidéncias de ocorréncia de splicing alternativo em alguns destes genes.

A andlise da expressdo relativa dos genes de P. brasiliensis através de reacdo de PCR
em tempo real indicou que estes genes sdo modulados durante a transicdo dimorfica de P.
brasiliensis tanto de micélio para levedura (M-Y) quanto de levedura para micélio (Y-M) e
gue existe expressdo ativa das subunidades do complexo da citocromo ¢ oxidase, indicando
atividade respiratoria durante o processo de transi¢céo dimorfica.

Verificamos neste trabalho que além dos mutantes cox11 (Banting e Glerum, 2006;
Khalimonchuc et al., 2007) e scol (Williams et al., 2005), os mutantes nulos Acox17, Acox19
e Acox23 de S. cerevisiae também apresentam sensibilidade ao perdxido de hidrogénio (H205)
em altas concentrages fortalecendo a relacéo da resisténcia ao perdxido de hidrogénio a
familia das proteinas ligantes de cobre (Banting e Glerum, 2006). Quatro genes de P.
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brasiliensis (PbCOX11, PbCOX17, PbCOX19 e PbSCO1) sdo capazes de substituir a funcéo
de seus homélogos em linhagens mutantes de S. cerevisiae restabelecendo a resisténcia ao
peréxido. Lembrando que destes, obtivemos sucesso quanto a complementacdo funcional da

capacidade respiratdria somente com os genes PbCOX17 e PbCOX19.
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