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Resumo — O fungo patogénico Paracoccidioides brasiliensis (Pb), causador da micose sistémica
denominada paracoccidioidomicose (PCM), apresenta o fenbmeno do termo-dimorfismo, crescendo na
forma miceliana a 25°C e na forma de levedura a 37°C. A forma de levedura é a infectante. Recentemente
em nosso laboratoério foram construidas varias bibliotecas por digestéo parcial do DNA nuclear (nDNA) de P.
brasiliensis inseridos em plasmideo do tipo YEp 351 originando milhares de clones. Um desses clones, 0
PbEO2, isolado da biblioteca de insertos que variavam de 5 a 10 kb foi totalmente sequenciado utilizando a
técnica de transposon para seqiénciamento. Como resultados temos que este € um clone constituido de
um fragmento gendmico de 5.661pb. Nesta regido encontramos um gene com alta similiaridade com a
proteina hipotética encontrada no fungo Aspergillus nidulans. Numa outra analise no programa “ORF Finder
do NCBI” observamos e confirmamos que estamos com o gene denominado 1 — fosfatidilinositol — 4,5 —
bisfosfato fosfodiesterase 1, que é composta de trés dominios conservados uma regido onde se liga ions

de calcio, um dominio conservado de fosfolipase C e um dominio conservado de quinase C regiéo 2.
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Introducao

Os fungos sdo organismos eucariéticos,
heterotréficos, poucos sendo  unicelulares
(RAVEN, 1996), mas em sua maioria sé&o
multicelulares. Estes apresentam quitina na
constituicdo da parede celular (JAWETZ, 2000),
contém ergosterol e zimosterol na constituicdo da
membrana e a presenca do polissacarideo de
reserva (glicogénio) localizado no vacuolo
(SIDRIM, 1999). Os fungos na sua maioria s&@o
aerdbios obrigatoérios, podendo ser facultativos,
mas nunca anaerobios obrigatorios (JAWETZ,
2000).

A incidéncia de infeccdes flngicas sistémicas
em pacientes saudaveis e imunocomprometidos
tem crescido mundialmente nos Ultimos anos,
tornando os fungos patogénicos um importante
campo de pesquisa médica (TAVARES, 2005). A
maior parte dessas infeccdes sistémicas é
causada por fungos dimoérficos, dentre eles
Blastomyces dermatitidis, Histoplasma
capsulatum, Coccidioides immitis e
Paracoccidioides brasiliensis (MARESCA, 1989;
ROONEY, 2002). O Paracoccidioides brasiliensis
(Pb), descrito por Adolpho Lutz (LUTZ, 1908), é
um fungo termo-dimorfico, que se apresenta sob a
forma miceliana a temperatura ambiente (23 a
28°C) e de levedura a temperatura de 35 a 37°C
(LACAZ, 1994a) agente  etioldgico da
paracoccidioidomicose (PCM). A doenca é restrita
a América Central e do Sul, com maior incidéncia
no Brasil, Argentina, Venezuela e Colémbia,

isolada do solo e também de tatus (RESTREPO,
1994). Em humanos, a infeccdo se inicia por

inalacdo de propagulos do fungo, os quais aderem
no epitélio alveolar pulmonar e se transformam na
forma patogénica de levedura (FRANCO,1994).
Recentemente vem se aplicando técnicas de
biologia molecular para o estudo do P. brasiliensis,
contribuindo para avancos no diagndstico,
epidemiologia, fatores de viruléncia, mecanismos
de patogenicidade, caracterizacdo de alvos
moleculares para a acdo de antifungicos e
classificacdo e relacdes taxonémicas (CISALPINO,
2000)

O consoércio de P. brasiliensis do estado de
Sédo Paulo, (UNIFESP, USP/Ribeirdo Preto, UMC
e UNIVAP) de seqiiénciamento ja identificou
cerca de 4. 690 genes (GOLDMAN et al., 2002). O
consorcio de Brasilia (Centro Oeste) também
identificou milhares de genes (FELIPE et al. 2003)
expressos tanto na forma levedurifome quanto na
forma miceliana do Pb. Considerando ainda
dezenas de genes que foram estudados
individualmente. O enfoque principal de todos é
encontrar genes que estejam expressando
diferencialmente na transicao dimorfica
(micélios/levedura) deste fungo além de obter
informacdes da organizagdo genbmica deste
organismo.

Matérias e métodos

O clone de Paracoccidioides brasiliensis
utilizado, PbE02, é origindrio da construcdo da
biblioteca genbmica de Pb efetuada neste
laboratério. A analise por digestbes enzimaticas
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dos pDNAs extraidos dos milhares de clones
oriundos das bibliotecas o clone PbEOQ2 pertencia
ao grupo dos que apresentavam inserto que
variavam de 50 a 10 kb retido de DNA
cromossomal. Para o seqiUénciamento desta
regido retida neste clone decidimos utilizar a
técnica de insercdo de transposons para o
sequénciamento. Realizamos in vitro a insercéo de
transposons (“Epicentre Technologies”) com o
gene de resisténcia a canamicina. Apds esta
reacdo, transformamos a bactéria Escherichia coli
(DH10B) competentes pelo método quimico de
CaCl2, e selecionamos o0s novos clones
(resistentes) que receberam a insercdo dos
transposons em placas de LA (com adicdo de
ampicilina e canamicina). Os clones assim
selecionados sdo processados para recuperagao
de seus DNAs plasmidiais (pDNAs). Os pDNAS
purificados (pelo método de Boilling) sé&o
analisados por eletroforese em gel de agarose 1%
, seqlenciados e analisados. Sabemos que o
transposon possui 1221 pb e os "primers" (19pb)
usados no sequénciamento, estdo localizados nas
extremidades do fragmento e voltados para o
exterior do transposon. O seqliénciamento € assim
processado: Ap6s uma prévia analise dos pDNAS,
estes foram submetidos a Reacdo da cadeia da
Polimerase (PCR) de seqiiénciamento. O método
de sequiénciamento utilizado € o resultado de um
aperfeicoamento do método Sanger. Consiste em
submeter as amostras de pDNA a um processo de
PCR ("Polymerase Chain Reaction") linear, onde
em cada reacdo, adiciona-se além dos quatro
deoxinucleotideos trifosfato (dNTPs), os dideoxi-
fluorescentes especificos ("Big Dye Terminators").
ApoOs a reacao de PCR, precipitacdo, diluicdo das
amostras em formamida e carregamos o gel de
sequénciamento. No eletroferograma temos a
fluorescéncia verde (a base adenina), vermelha
(citosina), azul (guanina) e preta (timina). O
sequienciador utilizado € o ABI 3100 fornecido pela
Applied, interfaceado em um Macintosh G3 com o
programa ABI Prism™ Collection com capacidade

para  seqUénciamento de 96  amostras
simultaneamente.
Analise dos Cromatogramas de
Sequénciamento

Os cromatogramas obtidos por

sequénciamento foram analisados através do
software Phred com o parametro de qualidade
>=20. Os arquivos em formato fastas gerados
foram validados através de um “script” (programa
computacional) que separa as sequéncias de
melhor qualidade e tamanho ndmero de pares de
base (pb). Para o alinhamento foi utilizado o
software  CAP3. Alternativamente  também
utilizamos a ferramenta SegManll do programa
DNASTAR, Inc.

Resultados

Apébs o sequénciamento e os cromatogramas
analisados pelos programas Phred e CAP3, temos
0s resultados dos alinhamentos das varias
sequéncias geradas. Assim, verificamos quais as
regides das seqUéncias se intercalam com
formacdo do que chamamos de “contigs”. Esses
“contigs” também sdo alinhados até que haja a
formacdo de um Unico consenso, que corresponde
ao tamanho do inserto retido no clone em estudo.
O PDbEO2, possui um pDNA de 5651pb. Esta
seqgléncia foi analisada pelo programa Blastx no
site do NCBI (Nacional Center for Biological
Information, disponivel na pagina
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), 0 que nos mostrou a
presenca de um Unico gene apresentando trés
diferentes dominios (Figura 1).
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Figura 1: Analise da seqiiéncia do clone PbEO2
feita pela ferramenta Blastx.

Esse gene ¢é denominado por 1 -
fosfatidilinositol — 4,5 — bisfosfato fosfodiesterase
1, apresentando dominio para ligacdo de célcio,
um dominio de fosfolipase C e um dominio de
proteina quinase C regido 2, respectivamente
(Figura 2).

Query = (750 letters)

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results,
L U R 5 T AR 0 T e MR O e st S Al it M S I

o
)

Seruences producing significent aligmwents: {Bics] Value

gl |EAS31352.1] hypocthecical procvein CING DEB31 [Coceidicides iwmm 932 a
b |CAFI2044.1|  1-phosphatidylinositol-4,S-bisphosphate phosp... 83z 0
dby |BAEEDTIT.1| unmomed protein product [Aspergillus oryzee] a90 a.
ref|¥F 658268.11 hypothetical protein ANDEE1.2 [Aspergillus n... _876 a
gh| AAE35564.1| phosphoinosicide-apecific phospholipase © [Bot... 605 kl

X Encontro Latino Americano de Iniciagédo Cientifica e

VI Encontro Latino Americano de Pés-Graduacdo — Universidade do Vale do Paraiba


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Figura 2: Gene presente e as trés regibes de
dominios conservados .

Esta seqiiéncia foi submetida a outra analise,
consistindo na busca de ORFs (Open Reading
Frames), utilizando a ferramenta ORF Finder do
NCBI, nos mostrando parte de uma ORF com 750
aminodcidos onde se encontram os dominios
conservados. Essa ORF se localiza na fase de
leitura - 2, na regido de 5992pb até 3341pb
(Figura 03).
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Figura 3: ORF do clone PbEO2 sinalizando o gene
de 750 aa.

Discusséo

Utilizamos duas ferramentas muito importantes
da bioinforméatica na analise de anotacdo da
regido cromossomal retida no clone PbEO2 que
foram Blastx e a “ORF Finder” , ambas do NCBI.
No clone PbEO2, encontramos um gene de P.
brasiliensis ainda néo estudado com trés dominios
conservados; um de ligacdo de fons célcio (Ca*);
outro da fosfolipase C e a regido 2 de uma
quinase C, que codifica para a proteina 1 -
fosfatidilinositol — 4,5 — bisfosfato fosfodiesterase
1, com 750 aminodcidos, localizado na
extremidade 3"do fragmento de DNA. Observamos
que esta apresenta alta similaridade com a
proteina hipotética de Aspergillus nidulans de
1141 residuos de aminoacido e que contem 0s
mesmos dominios conservados. Encontramos
também alta similaridade deste gene nos fungos
de Coccidioides immitis esta proteina tem 1151aa,
sendo este o que apresentou maior similaridade
com o clone em questéo, a de Aspergillus oryzae
com 930aa e a de Aspergillus fumigatus, com
1145aa.

Concluséao

Com estas analises concluimos que nesta
regido gendmica de P. brasiliensis esta inserido
um gene com trés dominios possuindo alta
similaridade com outros fungos: Coccidioides
immitis CH476728.1; Aspergillus fumigatus Af293;
Aspergillus  oryzae AP007161.1; Aspergillus
nidulans XM_653176.1. O gene que codifica esta

proteina em P. brasiliensis apresenta-se com a
regido carboxi-terminal, e ndo conseguimos
detectar a regidao N-terminal (~300aa) desta
proteina. N&o apresenta introns em quase sua
totalidade, se for dividida serd préxima da regido
N-terminal. Uma caracteristica deste organismo
observado também nesta analise € uma longa
regido intergénica.
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