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Resumo: Paracoccidioides brasiliensis € um fungo patogénico, termo-dimdrfico, agente
etiolégico da paracoccidiomicose; micose sistémica prevalente na América Latina. Os clones
Pb B02 e C04, obtidos de uma biblioteca genébmica do laboratério de Biologia Molecular e
Genoma da UNIVAP, foram seqlienciados totalmente, e essas informacdes e contribuem para
a organizacao gendmica do Paracoccidioides brasiliensis.
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INTRODUCAO

A citocromo c¢ oxidase € a enzima
terminal da cadeia transportadora de
elétrons. Em Saccharomyces cerevisiae
este complexo enzimatico é constituido de
onze subunidades sendo que as trés
maiores que formam o corpo catalitico da
enzima (Cox1p, Cox2p e Cox3p) séao
codificadas pelo DNA mitocondrial e as oito
subunidades restantes sao codificadas pelo
DNA nuclear, traduzidas no citoplasma e
importadas para a organela. Além das
subunidades estruturais outras dezenas de
proteinas sdo necessarias para a montagem
e manutencdo da holoenzima funcional
[1,2].

A proteina Cox15p esta envolvida na
montagem do grupo heme A do complexo
da citocromo sendo necessaria para a
hidroxilagdo do heme O na sintese do heme
A; grupo prostético essencial a citocromo
oxidase [3]. O mutante nulo é viavel e
incapaz de crescer em meio com fontes de
carbono nao fermentaveis [41.
Aproximadamente vinte mil ESTs -
Expressed Sequence Tags de P. brasiliensis
estdo disponiveis nos bancos de dados do
GeneBank/NCBI [5,6,7]. O gene PbCOX15
de P. brasiliensis foi identificado in silico
através de comparagao de similaridade com
a proteina ScCox15p de S. cerevisiae
utilizando a ferramenta TBLASTn. O objetivo
deste trabalho é mostrar a construgdo do
recombinante pMGL4/PbCOX15 que sera
utiizado para a caracterizagdo do gene
PbCOX15. A caracterizagdo consistira em
ensaios de complementagdo heterdloga
capacidade respiratéria do  mutante
aW303Acox15/HIS de Saccharomyces

cerevisiae a través do gene PbCOX15
de P. brasiliensis.

MATERIAL E METODOS

Meios de Cultura de Bactéria — Para o
cultivo da linhagem E. coli DH{B (F° mcrA
A(mrr-hsdRMS-mcrBC) #80dlacZAM15
AlacX74 deoR recAl endAl oraD139 A(ora,
leu) 7697 galU galK A rpsL nupG ) utilizou-
se 0 meio de cultura LB (1% Triptona; 0,5%
Extrato de Levedura; 0,5% NaCl e 0,1%).
Para a selegao dos transformantes com o
recombinante pMGL4/PbCOX15 utilizou-se
0 meio LB com adicdo de 50mg/L de
ampicilina.

Identificacéo do PbCOX15- A
identificagdo do PbCOX15 foi realizada
utilizando-se a ferramenta TBLASTn que
comparou a sequéncia da proteina
ScCox15p de S. cerevisiae com o banco de
dados publicos de ESTs de
Paracoccidioides brasiliensis através da
pagina
http://200.136.178.18/rstpb/analyse2.htm. O
sequenciamento completo do cDNA foi
realizado pela técnica de insercédo de
transposons. A ORF correspondente ao
gene PbCOX15 foi identificada através da
ferramenta ORFFinder do NCBI.

Construcgao do Recombinante
pMGL4/PbCOX15 - A analise fisica de
restricdo da sequiéncias completa do cDNA
foi realizada utilizando-se a ferramenta
NEBCUTTER disponivel no site da New
England Biolabs http://www.neb.com. A
digestdo do plasmideo para a remocédo da
ORF completa do PbCOX15 foi realizada
utilizando-se as enzimas Sacl e Kpnl de
acordo com o protocolo do fabricante (New
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http://200.136.178.18/rstpb/analyse2.htm
http://www.neb.com/

England Biolabs). Apds confirmagéo da
digestdo por analise em gel 1% agarose
(Fig. 1) a mistura de digestao foi aplicada
em gel preparativo 1% agarose e a banda
de DNA de interesse contendo o fragmento
do gene Sacl/COX15/Kpnl, foi separada por
eletroforese a 150V em tampado 1X TBE
(80mM Tris; 113mM &acido bodrico e 2,5mM
EDTA, pH entre 8,0 a 8,3). Apods
eletroforese a banda de DNA de
aproximadamente 2088bp referente ao gene
COX15 de P. brasiliensis foi extraida do gel
por eletroeluicdo [500V; 5minutos em
tampéo 0,1x TBE (8mM Tris; 11,3mM acido
boérico e 0,25mM EDTA, pH entre 8,0 a 8,3)].
Apés eletroeluicdo fez-se uma extragdo v/v
Fenol, seguida de duas extragdes v/v Eter.
O fragmento de DNA foi precipitado com
1/20 de 5M NaCl; 5ug de glicogénio e 2,5x o
volume total de etanol absoluto. Esta
solucao foi incubada a -80°C por 30
minutos seguido de centrifugagdo a 13000
rpm, por 15 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado duas
vezes com 80% etanol; 1mM EDTA
centrifugando-se nas mesmas condi¢cdes
acima. Apds as lavagens o precipitados de
DNA foi seco a vacuo e ressuspendido em
10ul de 10mM Tris pH7, 5; 1mM EDTA.

O plasmideo pMGL4 (Fig 2) foi
linearizado por digestdo dupla enzimatica
com Sacl e Kpnl seguido de desfosforilagdo
de suas extremidades 5’ com a enzima CIP
—Calf Intestine Phosphatase e purificado
como descrito acima para o fragmento
contendo o gene PbCOX15.

A ligacdo do fragmento de DNA
correspondente ao gene PbCOX15 de P.
brasiliensis (Sacl/PbCOX15/Kpnl) no vetor
pMGL4 linearizado em Sacl/Kpnl foi
realizada utilizando-se o Kit de ligagdo Fast
Link™ DNA Ligation kit (EPICENTRE
TECHNOLOGIES). Utilizamos 5ul da
mistura de ligagdo para transformacido em
E. coli DH4,B competente pelo método de
CaCl, [8]. Os pDNAs dos transformantes de
E. coli foram extraidos de acordo com o
protocolo descrito em Sambrook e Russel,
2001 (Fig. 3) e a selegcdo do recombinante
foi realizada por sequenciamento.

Poco Pogo

FIGURA 01: Dupla digestdo com Sacl/Kpnl do
pBluescript SK- phagemid contendo o inserto de
cDNA correspondente ao gene PbCOX15. Pogo 01
corresponde ao padréo de peso molecular de DNA;
Poco 2 corresponde a digestdo onde a 1° banda
corresponde ao plasmideo e a 2° ao fragmento
contendo o gene PbCOX15.
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FIGURA 02: Vetores de expressdo em Saccharomyces
cerevisiae. O vetor de expressdo pMGL4 foi construido
a partir do vetor “ponte” YEp352 a partir de insergdo do
promotor e terminador do gene de alta expressdo em
levedura ADH1 (Alcool desidrogenase). Estes vetores
foram construidos pela Dra. MOIRA GLERUM da
Universidade de Alberta no Canada.

“Primers” Para Sequenciamento - As
extremidades do inserto de cDNA
correspondente ao gene PbCOX15 foram
sequenciadas utilizando-se os primers: 5—
TAATACGACTCACTATAGGG-3 (foward) e

5 -  ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3
{0RgkD (Reverse) e para o sequenciamento da
7.967 bp egido interna (realizado pela técnica de
5.644 bp insercdo de ftransposons) utilizamos os
4.408 bp primers: 5-
2,833 bp r
X Encontro Latigo,AmeHe ficiacdo Cientifica e 2188

VI Encontro bLatisig Amé

1197 bp

960 bp

0s-Graduagao — Universidade do Vale do Paraiba



ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC-
3’(foward) e 5'-
GCAATGTAACATCAGAGAATTTTGAG %
(reverse).
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FIGURA 03: Analise de 1pl da extragédo de pDNA dos
transformantes de DH{B com o recombinante
pMGL4/PbCOX15 coletados aleatoriamente localizados
nos pogos de 1 a 10 e plasmideo pMGL4 sem inserto
no pogo 11.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Identificagcdo do Gene PbCOX15 - Para
identificarmos o gene PbCOX15 de
Paracoccidioides brasiliensis utilizamos a
sequencia da proteina ScCox15p de S.
cerevisiae com sonda para buscar in silico
nos bancos de dados publicos, através de
comparacao de similaridade, sequencias de
ESTs de P. brasiliensis representantes que
apresentassem alto grau de similaridade
com a proteina de S. cerevisiae.
Identificamos duas ESTs que apresentavam
boa similaridade a proteina de ScCox15p
(EST006267 e EST007018). Os clones
correspondentes a estas ESTs foram
solicitados ao banco de origem e nos foi
gentilmente cedidos pela Dra. Sueli Felipe,
coordenadora do projeto de
sequenciamento [5,6] que sequenciou e
depositou no GeneBank/NCBI estas ESTs.
Para a caracterizagdo do gene PbCOX15
escolhemos para a realizagdo dos trabalhos
o clone correspondente a EST EST006267.

Sequenciamento do cDNA Completo do
PbCOX15 - Devido ao numero de
aminoacidos que constitui esta proteina de
S. cerevisiae esperavamos que o cDNA
correspondente a este gene de P.
brasiliensis fosse constituido por no minimo
2kb. Para realizarmos o sequenciamento
completo do cDNA optamos por utilizar a
técnica de sequenciamento através de
insercdo de transposons utilizando o Kit
(EZ:TN™ < KAN-2 > |Insertion Kit,
EPICENTRE Technologies). Os
procedimentos foram realizados de acordo
com o protocolo do fabricante (EPICENTRE
Technologies). A sequéncia completa do
cDNA correspondente ao gene PbCOX15 é
constituida por aproximadamente 2088bp.

Construgao do Recombinante
pMGL4/PbCOX15 - A seqliéncia completa
do cDNA do PbCOX15 foi submetida a
analisada fisica de restricdo utilizando a
ferramenta nebcutter disponivel no site da
New England Biolabs. Embora na regido do
cDNA néo existisse sitios apropriados para
excisdo da ORF completa orientada (5’ e 3’)
para clonagem no vetor de expresséo
especifico de S. cerevisiae pMGL4 (Fig. 2),
foi possivel excisar a ORF direcionada
utilizando os sitios Sacl e Kpnl presentes na
sequéncias adjacentes, que compreende as
extremidades da inser¢cdo do plasmideo
pBluescript Sk-phagemid onde o cDNA foi
originalmente clonado.

Apés a digestdo, o fragmento
Sacl/PbCOX15/Kpnl foi isolado em gel
preparativo 1% agarose, extraido por
eletroeluicdo e purificado por precipitagdo
com etanol. 0] fragmento
Sacl/PbCOX15/Kpnl purificado foi ligado no
vetor pMGL4 previamente linearizado com
as enzimas Sacl e Kpnl e tendo as
extremidades 5 desfosforiladas com a
enzima CIP —Calf Intestine Phosphatase. A
mistura de ligagdo foi inserida por
transformagdo em E. coli DH4B
competente. Coletamos 10 clones
aleatoriamente para extracéo do
pDNA(Fig.3). A selecdo do recombinante
pMGL4/PbCOX15  foi  realizada  por
sequenciamento e identificada através da
ferramenta TBLASTn e a ORF
correspondente ao gene foi identificada pela

ferramepb coxBRFFinder do NCBI (Fig.4).
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FIGURA 04: ORF em rosa demonstrando a presencga
do gene PbCOX15 .

CONCLUSAO

Como as técnicas de inducdo de
mutagdes bem como a de transformacao do
P. brasiliensis com DNA exdgeno ainda nao
estédo estabelecidas umas das alternativas é
utilizar o organismo modelo Saccharomyces
cerevisiae para se estudar a funcdo dos
genes de P. brasiliensis através de ensaios
de complementacdo  heterdloga em
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mutantes especificos de S. cerevisiae.
Portanto para o estudo do gene PbCOX15,
construimos o] recombinante
pMGL4/PbCOX15 como uma das etapas de
caracterizagédo deste gene de P. brasiliensis.
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