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RESUMO

Fonsecaea pedrosoi é um fungo dimérfico, caracterizado pelas formas
saprofitica/reprodutiva  (micélio/conidio) e infecciosa (corpos esclerdticos),
pertencente a familia Dematiceae. Habita o solo, plantas e matéria organica em
decomposicdao. Encontra-se em todos os continentes, mais comumente em regides
tropicais e subtropicais da América, Asia e Africa. F. pedrosoi é o principal agente
etioldgico da cromoblastomicose, uma doenca infecciosa crénica da pele e do tecido
subcutaneo. No Brasil, essa doenga é endémica na regido Amazbnica. A infeccdo
ocorre por implantacdo traumatica transcutanea de conidios e fragmentos de hifa do
fungo, acometendo principalmente trabalhadores rurais. Poucos sdo os dados a
respeito da biologia molecular de F. pedrosoi disponiveis na literatura cientifica.
Informagdes a respeito da expressdao génica sdo essenciais a compreensdo do
mecanismo de interacdo patdgeno-hospedeiro e para o desenho de novas estratégias
terapéuticas e de drogas especificas. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho
foi a construcdo de uma biblioteca de cDNA de F. pedrosoi, seguido do
sequenciamento de clones de cDNA dessa biblioteca e da respectiva geragao de um
banco de sequéncias expressas (ESTs, Expressed Sequence Tags). Dentre 480 ESTs
analisadas, empregando ferramentas convencionais de bioinformatica (pipeline
disponivel on-line: http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html), 353 sequéncias de
nucleotideos distintas foram selecionadas segundo os parametros especificos
estabelecidos (QV > 20 e extensdo > 100 bases). Destas, 139 sequéncias apresentaram
similaridade com sequéncias depositadas em banco de dados, dentre as quais
destacam-se genes de transportadores de ions, transportadores de drogas, enzimas
envolvidas na respiracdo celular, proteinas de parede celular e proteinas de choque

térmico.
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ABSTRACT

Fonsecaea pedrosoi is a dimorphic fungus, characterized by
saprophytic/reproductive (mycelium/conidia) and infectious forms (sclerotic bodies)
belonging to the family Dematiceae. Inhabits soil, plants and decaying organic matter.
It is found in all continents, most commonly in tropical and subtropical America, Asia
and Africa. F. pedrosoi is the major etiologic agent of chromoblastomycosis, a chronic
infectious disease of the skin and subcutaneous tissue. In Brazil, this disease is endemic
in the Amazon region. Infection occurs by traumatic transcutaneous implantation of
conidia and hyphae fragments of the fungus, affecting mainly rural workers. There are
few data regarding the molecular biology of F. pedrosoi available in scientific literature.
Information on the gene expression is essential to understanding the mechanism of
host-pathogen interaction and for designing new therapeutic strategies and specific
drugs. Thus, the purpose of this study was to construct a cDNA library of F. pedrosoi,
followed by sequencing of cDNA clones in this library and the generation of a database
of expressed sequence tags (ESTs). Of 480 ESTs analyzed, using conventional tools of
bioinformatics (pipeline available online: http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html),
353 distinct nucleotide sequences were selected according to specific parameters
established (QV > 20 and length > 100 bases). Of these, 139 sequences showed
similarity to sequences stored in databases, among which stand out genes of ion
transporters, drug transporters, enzymes involved in cellular respiration, cell wall

proteins and heat shock proteins.
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1. INTRODUCAO

1.1 O fungo Fonsecaea pedrosoi e a Cromoblastomicose

Fonsecaea pedrosoi é um fungo dimérfico, de parede celular com pigmentagao
escura, pertencente a familia Dematiaceae (Cooper et al., 1985). Saprofito na
natureza, habita o solo, plantas e matéria organica em decomposi¢cdo. Em humanos,
juntamente com outros fungos demaceos, como Phialophora verrucosa,
Cladophialophora carrionii e Rhinocladiella aquaspersa, causa a cromoblastomicose
(Bonifaz et al., 2001). F. pedrosoi é o principal agente etioldgico de cromoblastomicose
no mundo, principalmente em paises subtropicais e tropicais, como o Brasil (Hamza et
al., 2003). O dimorfismo de F. pedrosoi é caracterizado pelas formas
saprofitica/reprodutiva (micélio/conidios) e parasitaria, onde o fungo diferencia-se em
células esclerédticas durante a infeccdo no hospedeiro (Silva, 1957). Sua pigmentacao
escura deve-se ao fato do fungo produzir melanina de modo constitutivo (Ellis et al.,
1974). F. pedrosoi possui uma espessa camada de melanina na parede celular, que Ihe
confere integridade estrutural e protecao contra células efetoras do sistema imune do
hospedeiro (Alviano et al., 1991). A persisténcia do fungo demaceo dentro do

hospedeiro causa a cromoblastomicose.

A cromoblastomicose é uma doenca infecciosa cronica que acomete na maior
parte dos casos a pele e o tecido subcutaneo do paciente infectado. Foi descrita pela
primeira vez em 1914, com o nome de “figueira”, pelo médico alemao radicado no
Brasil, Max W. Rudolph, que teria estudado seis casos da doenca na cidade de Estrela
do Sul, MG, Brasil (Rudolph, 1914). Em 1911, o pesquisador brasileiro Alexandrino
Pedroso observou em S3o Paulo o primeiro caso de cromoblastomicose por
Phialophora verrucosa, embora so viesse a publicar o registro em um jornal brasileiro
em 1920, em colaboracdio com Gomes (Pedroso & Gomes, 1920). Em 1915, os
pesquisadores americanos Medlar e Lane publicaram as primeiras observacdes clinicas
da doenca, isolando culturas positivas de P. verrucosa (Medlar, 1915; Lane, 1915).
Terra et al. (1922) definiram a patologia como uma dermatite verrucosa causada por

fungos pigmentados, denominando-a “cromoblastomicose”. Carrion, em 1935, isolou

1



um novo agente etioldgico da doenca, Fonsecaea compacta. Em 1936, Negroni
descobriu a espécie Fonsecaea pedrosoi, o agente etioldgico universal da
cromoblastomicose. Trejos (1954) fez a descoberta do fungo demaceo Cladosporium
carrionii. E finalmente, Schell et al. (1983) isolaram Rhinocladiella aquaspersa, outro

agente etioldgico da cromoblastomicose.

Na cromoblastomicose, a infeccdo geralmente ocorre por implantagdo
traumatica transcutanea de conidios e fragmentos de hifa do fungo demaceo. A
doenca é dita como ocupacional, pois afeta geralmente trabalhadores rurais que nao
estdo protegidos adequadamente quando manuseiam o solo, vegetais e matéria
organica - habitats naturais do fungo. Existem relatos de trabalhadores rurais
infectados que se feriram com espinhos e lascas de madeira contaminadas com F.
pedrosoi (Salgado et al., 2004). Embora em casos raros, ja foram relatadas outras vias
de infeccdao na cromoblastomicose, como a inalacdo de esporos do fungo e a

disseminacdo hematogénica (Howard et al., 1991).

1.2 Distribuigao geografica

Os casos diagnosticados de cromoblastomicose abrangem todos os
continentes, mas com incidéncia maior em regides tropicais e subtropicais da América,
Asia e Africa (Rippon, 1988; Kwon-Chung & Bennett, 1992; Brandt & Warnock, 2003).
Brasil, México, Venezuela, Japdao e Madagascar sdo alguns dos paises com as maiores
taxas de acometimento por cromoblastomicose (Silva et al., 1999; Minotto et al., 2001;
Bonifaz et al., 2001; Perez-Blanco et al., 2006; Fukushiro, 1983; Esterre et al., 1996). No
Brasil, a regido Amazbnica é considerada a principal area endémica da

cromoblastomicose (Silva et al., 1999).



1.3 Epidemiologia

Estudos epidemioldgicos mostram que a cromoblastomicose afeta individuos
de qualquer idade, sendo rara antes da adolescéncia, e mais comum em adultos com
mais de 30 anos. A incidéncia em individuos mais velhos pode ser explicada pela
cronicidade da doenca. A manifestacdo da cromoblastomicose pode demorar varios
anos apos a infeccdo do paciente (Kwon-Chung & Bennett, 1992; Silva et al., 1999;
Brandt & Warnock, 2003). E apds a manifestacdo, a doenca pode se desenvolver por
um longo periodo, dificultando, dessa maneira, o tratamento. Pacientes com
cromoblastomicose, de baixa renda e pouca instrucdo escolar, geralmente demoram a
buscar tratamento, contribuindo para o agravamento das lesdes e consequentemente
diminuindo a chance de sucesso do tratamento. Além disso, os tratamentos sdo pouco
acessiveis para os pacientes de dreas rurais; centros clinicos sdo distantes; o

tratamento é dispendioso e demorado.

No Brasil, segundo o IBGE, o censo populacional de 2000 apontava uma
populacdo rural de 31,9 milhdes de habitantes e uma estimativa de acometimento por
cromoblastomicose de 1/196 mil habitantes, o que levaria, a época, a cerca de 163 mil
habitantes com a doenca (0,51% da populacdo rural brasileira) (Ribeiro et al., 2006). O
censo populacional de 2010 divulgado pelo IBGE revelou um decréscimo de 2 milhdes
de habitantes na populacdo rural. A estimativa da taxa de acometimento de 2010 pela
cromoblastomicose nao foi divulgado. Caso a incidéncia se mantivesse igual a do ano
2000, teriamos cerca de 153 mil habitantes com a doenca, o que ainda representa uma

micose subcutanea de relevancia na saude publica do Pais.

A cromoblastomicose ocorre predominantemente em homens; 78 a 82 % dos
pacientes com cromoblastomicose sdo do sexo masculino (Minotto et al., 2001;
Pretelt, 1989). Silva et al. (1999), em um estudo retrospectivo de 325 casos de
cromoblastomicose diagnosticados ao longo de 55 anos na regido Amazonica, revelou
gue a faixa etaria de maior incidéncia da doenca era de individuos entre 41 e 70 anos,
sendo 86% agricultores rurais, 93% do sexo masculino e 81% com lesdes nos membros

inferiores (pernas e pés). Dos casos diagnosticados, 62% foram confirmados por



exames laboratoriais, considerando a forma tecidual para analise histopatoldgica. Em
24% dos pacientes (78 casos), o agente etioldgico foi isolado e identificado por meio de
cultura. F. pedrosoi foi responsavel por 77 casos, enquanto Phialophora verucosa, por

apenas um caso.

Ainda ndo se sabe por que a incidéncia é muito maior em homens do que em
mulheres. Ja foram realizados experimentos para tentar explicar a diferenca da
incidéncia de cromoblastomicose. Uma das explicacdes poderia vir da acdo dos
hormonios sexuais humanos no desenvolvimento do fungo durante a infeccdo.
Hernandez-Hernandez et al. (1995) estudaram in vitro os efeitos de progesterona,
testosterona e estradiol no crescimento de colonias de P. verrucosa — um dos agentes
etioldgicos da cromoblastomicose. Progesterona e testosterona exibiram efeito
inibitério no crescimento do fungo, enquanto estradiol ndo impediu o crescimento. O
mesmo grupo de pesquisadores descobriu em P. verrucosa a presencga de ligantes no
citoplasma que reconhecem especificamente progesterona — sugerindo um possivel

papel protetor do hormonio feminino contra a patogénese do fungo demaceo.

Tsuneto et al. (1989) realizaram um estudo comparando os sistemas antigeno
leucocitario humano (HLA), ou complexos de histocompatibilidade (MHC) humano, de
pacientes com cromoblastomicose com os de pessoas sadias. Eles verificaram que 28%
dos 33 pacientes com cromoblastomicose portavam HLA-A29, contra apenas 4% dos
77 pacientes saudaveis. O resultado indicou que portadores de HLA-A29 seriam dez
vezes mais propensos a desenvolver cromoblastomicose, caso fossem expostos a um
agente etiolégico da doenca. Portanto, a susceptibilidade a cromoblastomicose pode
estar associada ao HLA-A29 - gene localizado no cromossomo 6 humano, na regidao do

MHC.



1.4 Diagnostico

O diagndstico de cromoblastomicose pode ser determinado a partir de exame
direto e histolégico da pele do paciente infectado (Kwon-Chung & Bennett, 1992). O
exame consiste inicialmente na coleta do material a ser analisado por raspagem
(esfregaco) ou bidpsia da lesdo do paciente supostamente infectado. Células
infecciosas podem ser visualizadas ao microscépio por coloragdo com hematoxilina-
eosina ou em solucdo de hidréxido de potassio 10%. As células infecciosas, também
chamadas de células escleréticas, muriformes, fumagdides ou de Medlar, possuem
forma esférica, com um ou dois septos, com parede celular espessa, e grande
quantidade de melanina (Kwon-Chung & Bennett, 1992; Brandt & Warnock, 2003;
Gimenes et al., 2005; Franzen et al., 2006) (Figura 1).

O diagnéstico da cromoblastomicose por F. pedrosoi pode ser confirmado pelo
isolamento e identificacdo do fungo apds crescimento em cultura. Em meio agar
Sabouraud dextrose, col6nias de F. pedrosoi ap6és 14 dias de crescimento a 25°C
possuem aspecto aveludado, de coloracdo verde escura inicialmente, seguida por
marrom escura e finalmente preta (Figura 1). O microcultivo de F. pedrosoi em meio

agar batata também induz esporulacdo.

r

Figura 1. A) Cultura de F. pedrosoi; B) Fotomicrografia de células
escleréticas em solucdo de hidroxido de potassio 10%, obtidas da
raspagem direta da pele lesionada de paciente com cromoblastomicose
(aumento de x1000). (Adaptados de A) Salgado et al., 2004; B) Ameen,
2009).



As hifas, que constituem o micélio do fungo, sdo septadas; os conidiéforos
(estruturas que produzem os conidios) sdo eretos e se ramificam até os apices das
hifas. Os conidios sao marrons e em forma de barril. Para diferenciar F. pedrosoi de
outros fungos demdceos causadores da cromoblastomicose, deve-se analisar a
conidiogénese do fungo (Kwon-Chung & Bennett, 1992; Larone, 1995; Rippon et al.,
1988). A conidiogénese avalia a morfologia dos conidios e dos conidiéforos e a
disposicao estrutural dos conidios nos conidiéforos. F. pedrosoi apresenta hifas
demdceas septadas, com trés tipos de conidiacdo: Cladosporium, Phialophora e
Rhinocladiella. A do tipo Cladosporium é definida por conidiéforos que formam cadeias
de conidios que se ramificam por brotamento apical. Enquanto no género
Cladophialophora os conidios do tipo Cladosporium sdo longos e ramificados, no
género Fonsecaea os conidios sdo curtos e pouco ramificados (Figura 2A e 2B). A
conidiacdo do tipo Phialophora apresenta estruturas em forma de jarro, chamadas de
fidlides vasiformes, dispostas ao longo das hifas que originam os conidios. Esses
conidios se aglomeram na parte superior das fidlides (Figura 2C). E na conidiacdo do
tipo Rhinocladiella, os conidios unicelulares emergem opostos uns aos outros ao longo

do conididéforo, em estruturas denticuladas chamadas de acroteca (Figura 2D).

Figura 2. A) Conidiacdo tipo cladosporium, com conidios curtos, em F. pedrosoi; B)
Conidiagdo tipo cladosporium, com conidios longos, em C. carrionii; C) Conidiacdo tipo
phialophora, com filamentos septados e células fialides em P. verrucosa; D) Conidiacdo
tipo rhinocladiella em F. pedrosoi; (azul de lactofenol; aumento de x1000 no
microscopio) (Adaptado de Martinez et al., 2007).



A observacdo por microscopia de dois dos trés tipos de conidiacdo do
microcultivo do fungo é o suficiente para diagnosticar diferencialmente F. pedrosoi dos

demais fungos demaceos.

Técnicas de PCR (reagdao de polimerizagio em cadeia) e ELISA (ensaio
imunoenzimatico de adsorcdo) foram desenvolvidas para identificar fungos
patogénicos, incluindo Fonsecaea e C. carrionii. Por PCR, um grupo de pesquisadores
desenvolveu iniciadores (“primers”) especificos capazes de amplificar genes
correspondentes as regibes espacadoras intergénicas (ITS) dos genes de RNA
ribossomal de C. carrionii (Abliz et al., 2004). Andrade et al. (2007), usando PCR duplex,
desenvolveram primers que amplificavam especificamente regides intergénicas do
DNA ribossomal de Fonsecaea sp. Além dos ensaios de PCR, foram desenvolvidos
testes sorolégicos pelo método de ELISA indireto para pacientes com
cromoblastomicose causada por C. carrionii (Oberto-Perdigdn et al., 2005). Os
pesquisadores utilizaram o antigeno somatico de C. carrionii (AgSPP) para rastrear o
soro dos pacientes. A sensibilidade e especificidade de AgSPP aos anticorpos dos
pacientes infectados foram de 100% e 98,9%, respectivamente. Portanto, ELISA e PCR
sao ferramentas alternativas para auxiliar na identificacdo de isolados deste fungo.
Esses testes oferecem diagndsticos rapidos e seguros do agente infeccioso, além de
avaliarem o curso da doenca e eficacia do tratamento aos pacientes. Também sdo
importantes para determinarem a cura ou reincidéncia da doenca. As desvantagens
desses métodos sdao os custos elevados e a distribui¢dao limitada, principalmente nas

areas rurais.

1.5 Curso clinico

Clinicamente, a cromoblastomicose é caracterizada pelo desenvolvimento lento
de lesdes polimodrficas na pele, frequentemente acompanhada inicialmente de papulas
eritematosas, que aumentam gradualmente de tamanho, apresentando morfologias
variadas, como nddulos, verrugas, placas e tecido cicatricial (Figura 3). Em casos

cronicos de cromoblastomicose, lesGes podem ser tumorais e de aparéncia de couve-



flor (Richard-Blum et al., 1998). Outras caracteristicas incluem desenvolvimento de
hiperplasia epitelial, fibrose e microabsessos na epiderme. Nos estagios avangados da
infeccdao pode haver a disseminacgdo de lesdes satélites ao longo de vasos linfaticos ou
por autoinoculagdo quando o paciente coca as lesGes (Kondo et al., 2005; Takase et al.,
1988). Também podem ocorrer infecgdes secunddrias que levam ao desenvolvimento

de linfodemas e elefantiase (Silva et al., 1999; Kondo et al., 2005; Silva et al., 1985).

B 4 (‘. B 2
Figura 3. Lesdes polimdrficas da cromoblastomicose. (A) Lesdes com aspecto
verrugoso; (B) Lesdes com aspecto nodular; (C) e (D) Placas ulcerativas e ceratosas.
(Adaptado de Martinez & Tovar, 2007; e Ameen, 2009).

Geralmente as lesdes da cromoblastomicose s3ao restritas ao tecido
subcutdneo, mas em individuos imunossuprimidos pode haver a disseminacgdo
hematogénica extracutanea a linfonodos periféricos, pulmdes e cérebro (Bonifaz et al.,
2001; Lupi et al., 2005). Ja foram relatados absessos com F. pedrosoi no cérebro de
individuos imunossuprimidos e imunocompetentes (McGinnis et al., 1983; Al-Hedaithy

et al., 1988; Santosh et al., 1995; Nobrega et al., 2003; Saberi et al., 2003).

1.6 Tratamento

O tratamento utilizado para a cromoblastomicose dependerd do estagio de

desenvolvimento da doenca (Esterre & Queiroz-Telles, 2006), sendo o grau e extensdo



das lesOes alguns dos fatores avaliados para determinar o estagio da doenca. Em
estdgios iniciais, com lesGes pequenas e isoladas o tratamento geralmente é eficaz,
obtendo-se a cura. Em estagios cronicos, com lesGes maiores e de aspecto verrugoso
e/ou ulcerativo, a cromoblastomicose é tratada de maneira a diminuir a gravidade das
lesGes e/ou impedir que haja uma piora no quadro clinico do paciente. O tratamento
atual geralmente é feito pela administracdo de um combinado de drogas antifingicas,
como itraconazol (200 a 400 mg/dia) e/ou terbinafina (250 a 500 mg/dia); anfotericina
B (25mg/semanal) e 5-fluorocitosina; ou itraconazol e 5-fluorocitosina, por seis a doze
meses (Bonifaz et al., 1997; Gupta et al.,, 2002; Poirriez et al., 2000). Além do
tratamento farmacolégico, podem ser realizadas terapias fisicas para a remoc¢ao das
lesdes. LesOes pequenas e isoladas podem ser retiradas por excisdo cirurgica.
Crioterapia com nitrogénio liquido, termoterapia controlada e fotocoagulacdo com
laser, com ou sem associacdo de farmacos antifungicos, sdo outras opcdes de
tratamento para cromoblastomicose (Bonifaz et al., 1997; Castro et al., 2003; Hira et

al., 2002).

Uma das dificuldades para tratar o paciente com lesGes crbnicas de
cromoblastomicose é a duracao do tratamento. Tratamentos demorados podem
provocar tolerancia e resisténcia do agente infeccioso ao farmaco administrado pelo
paciente. Existem casos relatados de recidiva da cromoblastomicose em individuos
durante longos tratamentos (Gimenes et al., 2005; Esterre & Queiroz-Telles, 2006).
Outra dificuldade do tratamento é a limitacdo da dose dos farmacos administrados.
Doses altas podem ser hepatotdxicas, assim como podem destruir células de defesa do

sistema imune do hospedeiro.

1.7 Imunologia

A analise microscopica de seccdes histologicas de lesdes cronicas de
cromoblastomicose, tipo cistos, revela uma camada externa de tecido fibroso e uma
camada interna de tecido inflamatdrio granulomatoso. O granuloma é constituido por

células muriformes (esclerdticas) do fungo circundadas por leucdcitos



polimorfonucleares, neutréfilos, macréfagos e células gigantes multinucleadas, do tipo
Langerhans (Kondo et al., 2005; Brandt & Warnock, 2003). A formac¢do do granuloma
indica a tentativa das células efetoras do sistema imune em conter o crescimento e a
disseminacdo do agente infeccioso no hospedeiro (Romani, 2004). Geralmente, um
granuloma denso e definido aponta uma resposta imune protetora contra o fungo
invasor. Um granuloma frouxo e menos definido indica uma resposta imune nao
protetora, que contribui para a evasao do fungo no hospedeiro, e consequentemente
para o agravamento das lesdes da cromoblastomicose. Estudos com camundongos
atimicos infectados com F. pedrosoi reforcam a formacdo de granulomas difusos e

confluentes, com distribui¢do dispersa do fungo (Ahrens et al., 1989).

A primeira linha de defesa do hospedeiro contra a cromoblastomicose é
representada por células do sistema imune inato, especialmente neutréfilos e
macréfagos ativados, que visam a ingestdo e eliminacdo do patdgeno (Esterre et al.,
1993). Embora a internalizacdo de células fungicas pelas células fagocitarias seja
frequente durante a infeccdo, a morte do agente invasor internalizado raramente é
observada. Hayakawa et al. (2006) em experimentos in vitro revelaram que diferentes
agentes etioldgicos da cromoblastomicose, incluindo F. pedrosoi, quando fagocitados
por macréfagos ativados, permaneciam vivos. Rozental et al. (1994) revelaram que
macrofagos ativados atuam de forma predominantemente fungistdtica e ndo

citotdxica contra F. pedrosoi, inibindo a formacgao de hifas e de tubos germinativos.

Além de promoverem a fagocitose dos patdgenos, as células fagociticas podem
atuar como células apresentadoras de antigeno aos linfocitos T, estimulando a
producdo de citocinas proinflamatdrias, como interferon gama (IFN-y) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) (Teixeira de Sousa et al., 2006). Entretanto, células de F.
pedrosoi ao serem fagocitadas por macréfagos provocam a inibicdo da expressdo de
moléculas MHC-1l e CD80 nos macrdéfagos, diminuindo, portanto, a modulagcdo de

linfdcitos T contra a cromoblastomicose (Hayakawa et al., 2006).

A imunidade adaptativa contra a cromoblastomicose abrange as respostas
humoral e celular. Pacientes infectados com a doenca produzem anticorpos especificos

(IgG1, 1gM e IgA) contra o fungo (Esterre et al., 2000; Vidal et al., 2004). No entanto,
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assim como em outras doengas cronicas causadas por infecgdes fungicas, a resposta
imune humoral (Th2) parece ndo desempenhar papel protetor quando comparada

com a imunidade mediada por células (Th1) (Queiroz-Telles et al., 2009).

Fuchs e Pecher (1992) sugerem que, em pacientes com longo histérico de
cromoblastomicose, a imunidade mediada por células estd de alguma maneira
interrompida, e por isso, estes individuos seriam incapazes de desenvolver uma
resposta imune eficiente, contribuindo para sua persisténcia do fungo no hospedeiro.
De fato, em pacientes com formas severas de cromoblastomicose, ocorre uma alta
producdo de IL-10 e baixos niveis de IFN-y, associado a uma imunidade adquirida
predominantemente do tipo humoral (Gimenes et al., 2005). Além disso, os linfécitos T
destes individuos sdo incapazes de proliferar in vitro mesmo apés inducdo por
cromoAg (correspondente ao sobrenadante de cultura livre de células, apds cultivo de
F. pedrosoi em meio Sabouraud). J& em pacientes com as formas brandas da doenca,
os linfécitos T sdo eficientes na proliferacao, e ha alta producao de IFN-y e baixos
niveis de IL-10. Esses resultados sugerem que a inducdo de uma resposta imune
protetora contra a cromoblastomicose depende da proliferacao de linfécitos T que

secretem altos niveis de IFN-y (Gimenes et al., 2005; Teixeira de Sousa et al., 2006).

Sousa et al. (2011) demonstraram em modelo murino que a cronicidade da
cromoblastomicose causada por F. pedrosoi desenvolve-se pela falta de coestimulacao
aos receptores de reconhecimento padrao (PRR). No modelo testado, F. pedrosoi era
inicialmente reconhecido por receptores de lectina do tipo C (CLRs), e ndo por
receptores do tipo Toll (TLRs), o que resultava na inducdo deficiente de citocinas
proinflamatdrias. As respostas inflamatérias a F. pedrosoi eram restauradas apds
coestimulacdo dos TLRs, mas também requeriam o reconhecimento por CLRs (Mincle)
e a sinalizacdo via Syk/CARD9. Os pesquisadores verificaram que a administracdo
exogena de ligantes de TLRs (LPS para TLR4 e imiquimode para TLR7) auxiliou na
eliminacdo de F. pedrosoi durante infeccdo in vivo. Os resultados sugerem que a
cronicidade de cromoblastomicose é provocada pela falha no reconhecimento inato,
destacando, portanto, a importancia de uma sinalizacdo coordenada de PRR no
reconhecimento ao agente invasor. Além disso, a aplicacdo tdpica direta de

imiquimode (agonista de PRR) em lesGes de camundongos reduziu significativamente a
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carga fungica nos tecidos infectados, inclusive subcutaneo. Os pesquisadores sugerem
gue a abordagem terapéutica de agonistas de PRR, ainda que necessite de
otimizagbes, pode funcionar em humanos infectados por cromoblastomicose, ja que
macréfagos humanos sem estimulos artificiais a TLR também foram incapazes de

induzir respostas inflamatdrias eficientes contra F. pedrosoi.

Uma das hipdteses para explicar a falha no reconhecimento de F. pedrosoi
pelos PRR seria a de que componentes imunoestimulatérios da parede celular do
fungo estariam de alguma maneira mascarados. Entretanto, o rompimento de parede
celular e subsequente exposicdo de PAMPs (padrdes moleculares associados a
patdégenos) em organismos mortos pelo calor ndo induziram respostas protetoras
contra a cromoblastomicose (Robinson et al., 2009). Isso sugere que a falha no
reconhecimento por F. pedrosoi deve-se a niveis insuficientes de ligantes a TLR para
inducdo das respostas proinflamatdrias (Sousa et al., 2011). A natureza quimica destes

ligantes de F. pedrosoi ainda é desconhecida.

1.8 Diferenciagao celular de F. pedrosoi

O ciclo de vida de F. pedrosoi abrange diferentes estagios morfoldgicos que
incluem estruturas reprodutivas (conidios), saprofiticas (micélio) e parasitarias (corpos
esclerdticos). A transicdo morfolégica ocorre entre todas as formas, exceto pela
transicdo de células esclerdticas a conidios (Lopez Martinez & Mendez-Tovar, 2007).
Estudos in vivo sobre os fatores que desencadeiam o processo de transicao dimérfica
de F. pedrosoi, especialmente durante a infeccdo ao hospedeiro na
cromoblastomicose, ainda sdo incipientes. Entretanto, experimentos in vitro revelaram
que o processo de transicdo dimdrfica é ativado por mudltiplos fatores, como:
temperatura, nutrientes e condi¢des aerdbicas (Szaniszlo et al., 1983; Osherov & May,

2001; van Burik & Magee, 2001).
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F. pedrosoi cresce preferencialmente na forma de hifas quando cultivado sob
condicOes sem agitacdo. Enquanto o cultivo sob agitacdo por curtos periodos, 2 a 5

dias, estimula a formagao de conidios (Santos et al., 2007).

O crescimento de F. pedrosoi em meio acido suplementado com propanolol
(800 mM) a 37°C por 14 dias induz a formacdo de corpos escleréticos (Alviano et al.,
1992). Silva et al. (2002) verificaram que os corpos esclerdticos formados nessas
condi¢des eram morfologica e antigenicamente similares a corpos escleréticos obtidos
in vivo. ConcentracBes baixas de Ca®* (0,1 mM) e pH 2,5 também induzem a transicdo

de micélio a corpos esclerdéticos em F. pedrosoi (Mendoza et al., 1993).

Alviano et al. (2003) descobriram que o tratamento de células miceliais com o
fator de ativacdo plaquetdria (PAF) resultou na formacdo de corpos escleréticos
similares a corpos escleréticos induzidos por propanolol. O fator de ativacado
plaquetaria é um potente mediador inflamatério fosfolipidico de diversas fungdes, que
incluem agregacdao plaquetdria, inflamacdo e anafilaxia. O PAF é produzido por
macrofagos, leucdcitos polimorfonucleares, plaquetas e células endoteliais. J& foi
descrito como indutor da diferenciacdo de varios tipos celulares, animais e
microbrianos (Chao & Olson, 1993; Rodrigues et al., 1996; Lopes et al., 1997). Como o
PAF é sintetizado em condi¢cGes normais pelo hospedeiro humano, os pesquisadores
sugerem que o PAF possa ser um potencial indutor in vivo da diferenciacdao de F.

pedrosoi a corpos esclerdticos.

As células esclerédticas sdo extremamente resistentes a acdo efetora de células
do sistema imune do hospedeiro humano durante a infec¢ao por cromoblastomicose
(Esterre et al.,, 1993; Hamza et al., 2003). O entendimento dos processos de
diferenciacdo celular torna-se interessante para o desenvolvimento de drogas
antifungicas que permitam o controle da infec¢ao por cromoblastomicose, ao impedir

a transformacdo de micélios a corpos esclerdticos de F. pedrosoi.
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1.9 Viruléncia de F. pedrosoi

Os mecanismos que conferem prote¢do a F. pedrosoi na infec¢do ainda sdo
pouco esclarecidos. Mas acredita-se que a patogénese de F. pedrosoi envolve a
participacdo de diversos componentes do fungo. Moléculas de parede celular e
enzimas secretadas contribuem para a viruléncia do fungo no estabelecimento da

cromoblastomicose.

A infeccdo de F. pedrosoi inicia-se pela inoculagdo traumatica transcutanea de
conidios e fragmentos de hifa do fungo no hospedeiro. A infeccdo é procedida pela
interacdo de células do fungo com células epiteliais e fagociticas do hospedeiro. O
contato entre as células é mediado pelo reconhecimento de adesinas do tipo lectina
do fungo por receptores especificos das células efetoras do sistema imune (Limongi et
al., 1997). Geralmente, a adesdo de F. pedrosoi é acompanhada pela internaliza¢cdo do
fungo por células fagociticas que visam a eliminacdo do agente invasor (Farbiarz et al.,
1990; Limongi et al., 1997). Entretanto, F. pedrosoi e outros patdgenos intracelulares
sdo capazes de se evadir das respostas imunes do hospedeiro (Verstrepen & Klis,

2006).

A sobrevivéncia de F. pedrosoi durante a infeccdo ao hospedeiro parece estar
relacionada a capacidade de sintese de melanina pelo fungo. Cunha et al. (2010)
revelaram in vitro que a melanizacdo de células fungicas promove protecdo contra o
ataque oxidativo de espécies reativas de oxigénio (perdxido de hidrogénio e éxido
nitrico) produzido por macréfagos. Estudos de interacdo in vitro entre macrofagos e
células de F. pedrosoi revelaram inibicdo da liberacdo de NO (dxido nitrico) por
macrofagos (Hayakawa et al., 2006; Bocca et al., 2006). Farbiaz et al. (1992) relataram
gue a melanina de F. pedrosoi também inibe a fagocitose mediada por macréfagos,
atuando provavelmente como uma barreira fisica, mascarando outros componentes
da parede celular do fungo, como manana e B-glucana, dos receptores de macrofagos.
Resultados similares foram encontrados em estudos de infec¢do in vitro com melanina
de P. brasiliensis e C. neoformans na interacdao com macréfagos murinos (Silva et al.,
2006; Mednick et al., 2005). Melanina também parece interferir na ativacdo de

complemento, reduzindo a suscetibilidade a agentes antifungicos (Nosanchuk &
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Casadevall, 2003). Assim, a melanina consistiria em um mecanismo importante de

evasdo do fungo ao sistema imune do hospedeiro.

F. pedrosoi produz melanina associada a acidos graxos, polissacarideos e
proteinas de parede celular. Os constituintes de aglUcar eram manose, ramanose,
galactose e glicose, enquanto que os componentes lipidicos, mais numerosos, incluiam
acidos graxos saturados e insaturados de C16 a C18. Os principais aminoacidos eram

acidos aspartico e glutamico, leucina, glicina e alanina (Alviano et al., 1991).

Particulas isoladas de melanina também podem ser secretadas no meio de
cultura por F. pedrosoi. Alviano et al. (2004a) observaram que a melanina extracelular
é reconhecida por anticorpos de pacientes com cromoblastomicose. Conidios de F.
pedrosoi, quando tratados com triciclazol, inibidor de melanina, eram mais suscetiveis

aos efeitos antimicrobrianos de macréfagos (Cunha et al., 2005).

Mesmo na auséncia de células efetoras do hospedeiro, anticorpos contra
melanina inibiam in vitro o crescimento e a viabilidade de células conidiais; apenas
2,8% dos conidios permaneciam viaveis, indicando toxicidade mediada por anticorpos.
Nos corpos esclerdticos a inibicdo de crescimento era menor, o que poderia ser
explicado pela formacdo tipica de largos agregados (Alviano et al.,, 1992) que
impediriam o acesso de ligantes externos dos anticorpos as células internas do

agregado.

A fosforilacdo e desfosforilacdo de proteinas desempenham papel central na
resposta a patégenos invasores por células efetoras do hospedeiro (Mendes-Giannini
et al., 2005). Em F. pedrosoi, tem sido sugerido que a adesdo e a invasdao a células
epiteliais dependem da acdo de proteinas quinases (Limongi et al., 2003). O pré-
tratamento de conidios de F. pedrosoi com inibidores de proteinas quinases
(estaurosporina, genisteina e calfostina) antes da infeccdo diminui significativamente a
invasdo celular por F. pedrosoi a células epiteliais, mas ndo a macréfagos. Os
pesquisadores sugerem que o maquinario associado a proteina quinase do fungo ndo é
necessario para a entrada em células fagociticas. Mas seria requerido na invasao a

células ndo fagociticas, o que sugere um processo ativo na invasao de F. pedrosoi.
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Os 4acidos sialicos constituem uma familia de monossacarideos que incluem
derivados metabdlicos de acido neuraminico (Schauer, 1982). Estudos na identificacdo
de componentes de parede celular de conidios e micélios de F. pedrosoi revelaram a
presenca de acidos sidlicos, como N-acetilneuraminico (Neu5Ac) e N-
glicolilneuraminico (Neu5Gc) (Souza et al., 1986; Alviano et al., 2004b). Em contraste,
acidos sidlicos e glicoproteinas sialilatadas nao foram detectados em células
escleréticas de F. pedrosoi obtidas in vitro e em in vivo, embora os autores nao
descartem a idéia de que a técnica utilizada na deteccdo dos acidos sialicos possa ser

deficiente para o estudo de corpos esclerdticos (Alviano et al., 2004b).

A remocao enzimatica de acidos sidlicos da superficie de conidios de F. pedrosoi
resultou no aumento da fagocitose por neutréfilos humanos (Alviano et al., 2004b). Os
pesquisadores sugerem que o papel dos conjugados de acido sidlico durante a infecgao
por F. pedrosoi seja similar ao proposto em outras infeccdes (Rodrigues et al., 1997),
em que a expressao de dacidos siadlicos por propagulos infecciosos protegeria o fungo
contra a acdo efetora de células hospedeiras até a completa diferenciacdo a forma
parasitica. Os corpos escleréticos ndao necessitariam da producao de acidos sialicos,
pois neles o aumento na expressao de melanina protegeria o fungo das a¢des efetoras

das células do hospedeiro apds a fagocitose.

Em F. pedrosoi, ectofosfatases foram caracterizadas como enzimas da parede
celular do fungo (Kneipp et al., 2003, 2004). A atividade de ectofosfatases em F.
pedrosoi parece estar associada ao parasitismo, ja que células escleréticas
demonstraram atividade de ectofosfatases muito maiores que em conidios e micélios
do fungo (Kneipp et al., 2003). O pré-tratamento de conidios de F. pedrosoi com
ortovanadato, um inibidor irreversivel de ecto-fosfatases acida, reduziu a capacidade
de adesdo dos conidios as células epiteliais murinas (Kneipp et al., 2004). O resultado
sugere que ectofosfatases contribuem na etapa de adesdo de conidios de F. pedrosoi
as células hospedeiras. O mesmo grupo de pesquisadores demonstrou que essas

~ . 2
ectofosfatases s3o ativadas por Zn*".
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Palmeira et al. (2006a) identificaram em conidios de F. pedrosoi, cultivados em
meios quimicamente definidos e complexos, a producdo de peptidases extracelulares,
do tipo aspartil. O tratamento de pepstatina A, inibidor de peptidases, em conidios de
F. pedrosoi demonstrou atividade fungicida, inibindo o crescimento e a transformacao
de conidios em células miceliais. Além disso, inibidores de aspartil peptidases
reduziram significativamente os indices de adesdo e endocitose de conidios durante a
interacdao com células epiteliais, fibroblastos e macréfagos. Os resultados ressaltam,
assim, a dependéncia de peptidases tipo aspartil do fungo durante a interacao

patogeno/hospedeiro (Palmeira, 2006; Palmeira et al., 2006b).

Atualmente, os estudos de genética molecular de F. pedrosoi sdo incipientes.
Até o momento, o genoma de F. pedrosoi ndo foi estabelecido, sendo poucos os genes
do fungo descritos na literatura. Foram apenas identificados genes que codificam
Cdc42p (envolvida na regulacdo do ciclo celular), actina, B-tubulina, citocromo b e

rRNA.

Quais sdo os genes relacionados aos processos morfogénicos do fungo? Como
as células esclerdticas sdao capazes de resistir ao combate das células efetoras na
defesa do hospedeiro? Quais fatores de viruléncia de F. pedrosoi sao indispensaveis
para a sua sobrevivéncia e desenvolvimento no hospedeiro durante a
cromoblastomicose? A caracterizagdo do transcritoma de F. pedrosoi revelara possiveis

candidatos.
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2. JUSTIFICATIVA

A falta de informacGes quanto a genética molecular de F. pedrosoi, evidenciada
pela quantidade pequena de genes do fungo descritos na literatura, serviu de estimulo
para a identificacdo de transcritos do fungo no presente trabalho. O objetivo central
do trabalho foi iniciar a caracteriza¢do do transcritoma de F. pedrosoi a partir da
geracdo de um banco de ESTs do fungo empregando a construcdo de uma biblioteca
de cDNA de F. pedrosoi e sequenciamento das sequéncias obtidas. A identificacdao dos
transcritos de F. pedrosoi é deduzida a partir de analises de similaridade com genes
descritos em outros organismos cujas sequéncias foram depositadas nos bancos de

dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information).

A caracterizacdo da biblioteca de cDNA de F. pedrosoi revelara genes relevantes
do fungo, especialmente fatores de viruléncia, que codificam proteinas envolvidas na
sintese de moléculas de superficie de parede celular ou de moléculas secretadas, como
adesinas, melanina, peptidases, fosfatases e glicoesfingolipidios, indispensaveis para a
disseminacdo do fungo dentro do hospedeiro. A identificacdo de genes que codificam
potenciais antigenos imunodominantes de F. pedrosoi, servird para o melhor
conhecimento da biologia molecular deste patégeno humano, além de contribuir para

a epidemiologia e diagndstico da cromoblastomicose.

A construcdo da biblioteca de F. pedrosoi deste trabalho foi realizada a partir do
cultivo do fungo nas mesmas condi¢des de cultivo do fungo descritas no trabalho (ndo
publicado) do grupo do Dr. Sandro Almeida (USP-SP) e da Dra. Karen S. Ferreira
(UNIFESP — Campus de Diadema). O grupo identificou no sobrenadante de cultivo
(meio Sabouraud liquido) de diferentes isolados de F. pedrosoi a presenca de uma
proteina de 30 kDa, que apresentou imunorreacdo especifica apenas a soros de
pacientes com cromoblastomicose; ndo houve reacdo cruzada contra soros de
pacientes com outras infec¢Ges fungicas como a histoplasmose, aspergilose,
esporotricose e paracoccidioidomicose. Assim, o meio Sabouraud liquido foi escolhido
como meio de cultivo na construcdo da biblioteca de cDNA de F. pedrosoi visando a
identificacdo do gene que codifica a proteina imunogénica de 30 kDa, além da busca

por genes que codificam outros potenciais fatores de viruléncia do fungo.
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Adicionalmente, em colaboracdo com o grupo acima citado, estamos engajados
em um projeto futuro visando a clonagem e caracterizagdo do cDNA relativo a esta
proteina secretada em altos niveis por F. pedrosoi — até o momento a sequéncia da
proteina de 30 kDa ndo foi determinada. Futuramente, o grupo pretende, apds a
identificacdo do cDNA correspondente a proteina de 30 KDa, expressa-la em sistema
heterdlogo, o qual podera auxiliar em estudos de vacina, diagndstico molecular,

epidemiologia e mecanismos de patogénese na cromoblastomicose.
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3. OBIJETIVOS

3.1 Geral

= Geracdo de um banco de ESTs de F. pedrosoi, visando a caracterizacdo do

primeiro transcritoma parcial deste patégeno humano.

3.2 Especificos

= Construcdo de uma biblioteca de cDNA de F. pedrosoi;

=  Sequenciamento de clones de cDNA da biblioteca;

= Analise das sequéncias de cDNA por ferramentas de bioinformatica.
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4,

4.1 Meios de cultura para F. pedrosoi

4.2

MATERIAL

Todos os meios utilizados para o cultivo de F. pedrosoi foram preparados com

agua destilada, e esterilizados em autoclave a 120°C por 15 min.

Meio Sabouraud dextrose agar
Peptona bacterioldgica
Hidrolizado enzimdtico de caseina
Dextrose

Agar

Meio Sabouraud liquido
Peptona bacteriolégica
Hidrolizado enzimatico de caseina

Dextrose

Meios de cultura para E. coli

Meio Luria-Bertani (LB)
Peptona de caseina
Extrato de levedura
Extrato de levedura
NaCl

pH ajustado para 7,2

Meio LB agar

5,0 g/L
5,0 g/L
40,0 g/L
15,0 g/L

5,0g/L
5,0 g/L
20,0 g/L

10,0 g/L
5,0g/L
5,0 g/L

10,0 g/L

Meio LB adicionado de agar bacterioldgico a 1,4% (p/v).
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Meio SOB

Bacto-triptona 200g
Extrato de levedura 50¢g
NaCl 0,6g
KCI 05¢g
H,0 g.s.p 1000 mL

pH ajustado para 7,2

Meio SOC

Bacto-triptona 2,0 % (p/v)
Extrato de levedura 0,5 % (p/v)
NaCl 10,0 mM
KCl 2,5mM
MgCl, 10,0 mM
MgSQO, 10,0 mM
Glicose 20,0 mM

As solucdes de glicose, MgCl, e MgSO, foram esterilizadas por filtracdo em

membrana millipore de 0,22 um.

Meios e solugOes para a extragao de DNA plasmidial (mini-preparagao)

Meio 2XYT

Peptona de caseina 1,6 % (p/v)
Extrato de levedura 1,0 % (p/v)
NaCl 0,5 % (p/v)

pH ajustado para 7,2
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4.4

Solugdo | (GET)

Glicose 20% (filtrada ou autoclavada)
EDTA 0,5 M (pH 8,0)

Tris-HCl 1,0 M (pH 8,0)

H,0 milli-Q

Solugao Il (Solugao de Lise alcalina)
NaOH
SDS

Preparada somente no momento de uso.

Solugao Il (Solugao de Neutralizagao)
Acetato de potdssio 5 M
Acido acético glacial

H,0 g.s.p 100 mL

Solugao estoque de RNAse A
RNAse A

23,0 mL

10,0 mL

13,0 mL
g.s.p 500 mL

0,2M
1,0%

60,0 mL
11,5 mL

20 mg/mL

Foi dissolvida em tampao acetato de sédio 50 mM; pH 4,8 e fervida em banho-

maria por 20 min para eliminagdo de qualquer DNAse contaminante. As aliquotas

foram preparadas em tubos tipo eppendorf de 1,5 mL e estocadas em freezer a

-20°C.
Antibidtico
Ampicilina:

- Solugdo estoque: 10 mg/mL em agua destilada estéril

- Concentracdo final de uso: 100 pg/mL

A completa solubilizacdo de ampicilina foi realizada a partir da adicao de pequenas

gotas de solucdo de NaOH 0,5 M. A solucdo de ampicilina foi esterilizada por
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4.5

4.6

filtracdo em membrana millipore de 0,22 um, e estocada em ambiente protegido

daluz, a -20°C.

Solugdes para eletroforese em géis de agarose

Tampao Tris-acetato EDTA (TAE) 50X

Tris-base 242 g
EDTAO5 M 100 mL
Acido acético 57,1 mL
H,0 g.s.p 1000 mL

pH ajustado para 8,5

Tampado de Amostra (5X) para analise de DNA por eletroforese

TEB 10X 25 % (p/v)
Glicerol 50 % (p/v)
Azul de bromofenol 0,25 % (p/v)
Xilenocianol 0,25 % (p/v)

Solugdo de Brometo de etidio
Solugdo estoque: 10 mg/mL em 4gua destilada

Concentracdo final de uso: 0,5 pg/mL

Enzimas

Tag DNA polimerase (5unidades/uL) (Ludwig Biotec)
SuperScript™Il RT (200 unidades/uL) (Invitrogen)

E. coli DNA ligase (10 unidades /uL) (Invitrogen)

E. coli DNA polimerase | (10 unidades /uL) (Invitrogen)
E. coli RNase H (2 unidades /pL) (Invitrogen)

T4 DNA polimerase (5 unidades /uL) (Invitrogen)

T4 DNA ligase (1 unidades /uL) (Invitrogen)

Not I (15 unidades /uL) (Invitrogen)
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4.7

4.8

Tampoes de enzimas

Tampao da Taq DNA Polimerase 10X
Tris-HCl pH 8,5
KCI

Tampao 5X de sintese da primeira fita
Tris-HCI (pH 8.3)

KCl

MgCl,

Tampao 5X de sintese da segunda fita
Tris-HCI (pH 6.9)

KCl

MgCl,

R-NAD"

(NH,4),S04

Tampao 5X T4 DNA ligase
Tris-HCI (pH 7.6)

MgCl2

ATP

DTT

PEG 8000

Tampao REact® 3

Tris-HCI (pH 8.0)
MgCl,
NaCl

Marcador de massa molecular (MM)

1 kb DNA ladder plus (Invitrogen).

100 mM
500 mM

250 mM
375 mM
15 mM

100 mM
450 mM
23 mM
0,75 mM
50 mM

250 mM
50 mM
5mM
5mM

25% (w/v)

50 mM
10 mM

100 mM
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4.9 Oligonucleotidios sintéticos

Para o sequenciamento de cDNA foram utilizados os oligonucleotidios sintéticos
M13 Universal e M13 Reverso, confeccionados pela DNAgency (CA, USA):

M13 Universal: GTAAAACGACGGCCAGT

M13 Reverso: AACAGCTATGACCATG

Adaptadores para as extremidades dos fragmentos de cDNA da biblioteca:
Adaptador Sal | (1 pg/uL) (Invitrogen);
Adaptador Not | (0.5 pg/uL) (Invitrogen).

4.10 Microorganismo utilizado

Linhagem F. pedrosoi (ATCC 46428):
O fungo foi gentilmente cedido pelo grupo da Dra. Anamélia Bocca, da Faculdade

de Medicina da Universidade de Brasilia.

Linhagem E. coli ElectroMax DH10B (Invitrogen):
- Genotipo: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80/acZAM15 AlacX74 recAl endAl
araD139 A(ara, leu)7697 galU galK A- rpsL nupG.

As células E. coli ElectroMAX DH10B podem ser transformadas somente por
eletroporacao (Calvin & Hanawalt, 1988). As células DH10B sdao desejaveis para a
construcdao de bancos de genes ou para a geracdao de bibliotecas de cDNA usando
vetores derivados de plasmideos. O marcador ¢80/acZAM15 fornece a-
complementacdo do gene B-galactosidase, permitindo a sele¢do azul/branco dos

clones crescidos em meio agar contendo X-gal.
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4.11 Plasmideo utilizado

Plasmideo pSPORT 1, digerido por Not I e Sal I (50 ng/uL) (Invitrogen):

O pSPORT 1 foi o vetor utilizado para a construgdo da biblioteca de cDNA de F.
pedrosoi, provido pelo kit “SuperScript™ Plasmid System with Gateway Technology for
cDNA Synthesis and Cloning” (Invitrogen, EUA). O vetor de 4,1 kb possui marca de
selecdo para ampicilina (APr) e pode ser usado para a expressdo de genes clonados a
partir da inducdo de seu promotor lac (lacP). O pSPORT 1 contém a seqiéncia lacOPZ'
para selecdo azul/branco dos clones. Isso permite a selecdo de clones recombinantes

contendo inserto de cDNA clonado no vetor plasmidial.

4.12 Kits utilizados

- ”Dynabeads® Oligo (dT),s” (Invitrogen);
- “SuperScript™ Plasmid System with Gateway Technology for cDNA Synthesis and
Cloning” (Invitrogen);

- “BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing” (Applied Biosystems).

Os kits foram utilizados de acordo com as instrugdes dos fabricantes.

4.13 Ferramentas de bioinformatica

- Filtragem de vetor pela ferramenta Vecscreen:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html

- Andlise de eletroferogramas via Phred, pelo pipeline PHPH (Megabace ou ABI):
http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html

- Busca de sequéncias nos bancos de dados do NCBI:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

- Andlise de sequéncias pela ferramenta Blastx:

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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- Classificagdo funcional das sequéncias pela ferramenta KEEG Orthology:
http://www.genome.jp/tools/blast/
- Tradugado de nucleotideos pela ferramenta translate do Expasy:

http://web.expasy.org/translate/
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5. METODOLOGIA

5.1 Cultivo do fungo F. pedrosoi

Foi utilizada a cepa 46428 da “American Type Culture Collection” (ATCC) de F.
pedrosoi. O fungo foi cultivado em placas de Petri em meio dgar Sabouraud dextrose.
As placas com o fungo foram mantidas em estufa a 30°C por 21 dias, e posteriormente
conservadas na geladeira. Apds o crescimento em meio sélido, o fungo foi repicado em
meio Sabouraud liquido, em frascos sob agitacdo a 160 rpm a 30°C por 14 dias. Apds o
crescimento em meio liquido, o fungo foi recuperado por filtracdo em papel de filtro
Whatmann n° 01. Em seguida, o fungo foi congelado em nitrogénio liquido, e guardado

imediatamente em freezer a -80°C para posterior extracao de RNA total.

5.2 Extragao de RNA total de F. pedrosoi

Para a extracao de RNA total de F.pedrosoi foi utilizado o reagente TRIzoL"
(Invitrogen). Além do TRIzoL, todos os materiais usados eram livres de RNAse,
empregando-se os cuidados descritos por Sambrook e Russel (2001) para garantir a
integridade do RNA extraido. Antes da adicdo de TRIzOL, o micélio recuperado por
filtracdo foi pesado (peso umido) para definirmos o volume necessario de TRIZOL para
lise das células do fungo. Apds a pesagem (2 g), o fungo foi macerado com nitrogénio
liquido até se tornar um pd. Ao macerado do fungo (pd) foi adicionado TRIzoL (20 mL),
além de pérolas de vidro de 5 mm de diametro para favorecer a lise do fungo durante
a etapa de homogeneizacdo. Seguimos as etapas definidas pelo protocolo do TRIzOL,
incluindo a etapa opcional de centrifugacdo para a retirada de restos celulares

sedimentados.

Apds a extracdo do RNA total do fungo, este foi quantificado. Utilizamos o
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) para avaliar a quantidade e qualidade de RNA total
extraido. A integridade do RNA total de F. pedrosoi foi determinada pela visualizacdo
das bandas de rRNA 18S e 26S ap0ds eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com

brometo de etidio (0,5ug/mL).
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5.3 Purificagdo de RNA poli A* de F. pedrosoi

Apds a extracdo de RNA total utilizando o reagente Trizol, a fracdo de mRNA
poli (A)* foi purificada com o kit “Dynabeads Oligo (dT),s” (Invitrogen), seguindo as

recomendacdes do fabricante.

As fracdes de mRNA poli (A)" isoladas foram quantificadas por
espectrofotometria empregando o Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Os mRNA poli
(A)*, obtidos de diferentes isolamentos com Dynabeads® Oligo (dT),s, foram reunidos
em um unico tubo para serem concentrados por liofilizagdo (Liofilizador L101 LIOTOP).
Depois de liofilizados, o mRNA seco foi ressuspendido em agua milli-Q (livre de RNAse)
e quantificado como descrito acima. Esta preparagao de mRNA (1,9 ug em 8uL de
agua) foi empregada como material de partida para a construcdo da biblioteca de

cDNA de F. pedrosoi.

5.4 Construgao da biblioteca de cDNA de F. pedrosoi

Para a construcdo da biblioteca de ¢cDNA de F. pedrosoi, utilizamos o kit
“SuperScript™ Plasmid System with Gateway Technology for cDNA Synthesis and
Cloning” (Invitrogen), seguindo as recomendacdes do fabricante, com modificacdes.
Ndo foi empregado material radioativo para estimativa do rendimento da sintese de
cDNA. A quantificacdo de cDNA foi feita pelo equipamento Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific). Os passos de precipitacdo com acetato de amoénio e dlcool foram
substituidos pelo uso da coluna YM-30 Microcon (Amicon) conforme instrucdes do
fabricante. Os cDNA foram concentrados e lavados na coluna por meio de
centrifugacoes. As principais etapas da construcdo da biblioteca estdo descritas na
Figura 4 (A e B). A figura 4A evidencia a obtencdo de fragmentos de cDNA com
extremidades digeridas pelas enzimas Not | e Sal |. A Figura 4B detalha os passos do

protocolo, definindo tempo, temperatura e os componentes de cada reagao.
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5.4.1 Sintese da primeira fita de cDNA

O sistema de reagdo para a sintese da primeira fita de cDNA, de volume final de
20 pL, foi constituido de: 8 uL de mRNA (1,9 pg); 2 uL de Not | primer adapter (50
pg/mL); 2 uL SuperScript™ Il RT (20 a 100 U; 10.000 a 50.000 unidades/mL); 4 uL de
tampdo 5X de sintese da primeira fita (50 mM Tris-HCI pH 8.3; 75 mM KCI; 3 mM
MgCly;); 2 uL DTT 0,1 M (10 mM DTT); 1 uL dNTP Mix 10 mM (500 pM de cada dNTP) e
1 pL de dgua milli-Q (livre de RNAse).

A reagdo de sintese da primeira fita de cDNA ocorreu a partir da hibridizacao do
iniciador de oligo dT, contendo o sitio de restricdo de Not | em sua extremidade 5’ (Not
| primer adapter) a cauda poli A das moléculas de mRNA. A partir desse hibrido, a
enzima SuperScript™ Il RT pode iniciar, a 37°C por 2h, a sintese da primeira fita de

cDNA.

5.4.2 Sintese da segunda fita de cDNA

Apds a sintese da primeira fita, foram adicionados aos 20 puL do sistema de
reacao os seguintes componentes para a sintese da segunda fita de cDNA: 91 uL de
agua milli-Q; 30 uL de tampdo 5X de sintese da segunda fita; 3 uL dNTP Mix (250 uM
de cada nucleotideo); 1 uL E. coli DNA Ligase (10 unidades/uL); 4 uL E. coli DNA
Polimerase | (10 unidades/uL) e 1 pL E. coli RNase H (2 unidades/uL), totalizando 150

uL.

A sintese da segunda fita de cDNA foi catalisada pela enzima de E. coli DNA
polimerase | combinada com as enzimas de E. coli RNase H e DNA ligase. Apds a
formacao de cDNA dupla-fita, adicionou-se a enzima T4 DNA polimerase que tornou
coesivas as extremidades dos cDNA. Dos 150 uL de cDNA fita dupla, aliquotamos 12 plL
para serem analisados por eletroforese em gel de agarose. O restante da amostra de
cDNA fita dupla foi concentrado empregando-se a coluna Microcon YM-30 (Amicon),

como recomendado pelo fabricante.
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5.4.3 Adicao de adaptadores Sal |

Para a ligacdo de adaptadores Sal |, foram adicionados a amostra de cDNA fita
dupla obtida na etapa anterior (25 pL) os seguintes reagentes, em uma reacdo de
volume final de 50 pL: 10 pL de tampao 5X T4 DNA Ligase; 10 uL adaptadores Sal | e 5
pL de T4 DNA Ligase, totalizando uma reagao de 50 uL, e de composigao final de: 50
mM Tris-HCI (pH 7.6); 10 mM MgCI2; 1 mM ATP; 5% (w/v) PEG 8000; 1 mM DTT; 200
ug/ml de Sal | Adapters e 100 unidades/ml de T4 DNA Ligase. A reacdo de adi¢cdo dos

adaptadores foi feita a 16°C durante a noite.

Os cDNA foram novamente concentrados empregando a coluna Microcon YM-

30 (Amicon), conforme descrito anteriormente.

5.4.4 Digestao com Not |

Os cDNA contendo os adaptadores Sal | ligados em suas extremidades foram
ressuspendidos em 41 pL de dgua tratada com DEPC, com 5 pulL de tampao de reagao
de Not | (REact 3 Buffer) e 4 uL da enzima Not |, em um volume final de 50 pL. A reacdo
final foi incubada a 37°C por 2h. A composicdo final da reacdo foi de: 50 mM Tris-HCl
(pH 8.0); 10 mM MgCI2; 100 mM NaCl e 1200 unidades/mL Not .

Em seguida, os cDNA foram concentrados e lavados em coluna Microcon YM-30
(Amicon), como descrito anteriormente e ressuspendidos em 100 pL de tampdo TEN

(10 mM Tris-HCl pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 25 mM NaCl; autoclavado).

5.4.5 Fracionamento de cDNA por cromatografia em coluna

Apds a digestdo, foi realizado o fracionamento dos cDNA por cromatografia em
coluna para a remocdo de fragmentos de pequeno tamanho (< 500 pb), além da
retirada de adaptadores residuais ndo ligados e de fragmentos originados da digestdo

por Not | que, consequentemente interfeririam na qualidade da biblioteca de cDNA. A
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coluna, constituida da resina Sefacril (adsorvente), ao receber o tampao TEN (eluente)
promove o fracionamento por filtragdo em gel (por exclusdo) dos fragmentos de

diferentes tamanhos.

Antes da eluicdo dos fragmentos de cDNA de F. pedrosoi, a solugao de estoque
da coluna (etanol 20%) foi drenada. Posteriormente foram feitas quatro lavagens na
coluna com tampao TEN (cada lavagem com 0,8 mL) para remover o restante de etanol
da coluna. Apds a lavagem da coluna, seguiu-se a eluicdo dos cDNA. Os 100 ulL de
cDNA foram pipetados na coluna, e todo o material eluido foi coletado em um
primeiro tubo tipo eppendorf. Depois foram adicionados 100 puL de tampdo TEN a
coluna, e o eluente foi recuperado em um segundo tubo. Foram adicionadas novas
aliquotas de 100 pL de tampdo TEN de modo que cada tubo, a partir do terceiro,
recebeu uma Unica gota do eluente da coluna. Foram adicionadas aliquotas de 100 pL
de tampado TEN até terem sido coletadas um total de 18 gotas; uma gota para os tubos
numerados de 3 a 20. Apds a coleta dos cDNA eluidos, foi medido o volume de eluente
de cada tubo por meio de uma pipeta. Os valores dos volumes foram registrados na
coluna A em uma tabela (Tabela 1), definida no protocolo do kit SuperScript
(Invitrogen). Depois para a coluna B da tabela os valores dos volumes foram
preenchidos de modo acumulativo, somando os volumes de cada fragdo (Tabela 1). Em
seguida, foi identificada a fracdo cujo valor do volume acumulativo da coluna B
estivesse o mais proximo, mas que nao excedesse, de 550 uL (correspondente a fragao
11). As fracOes coletadas apds o volume de corte de 550 pL (correspondentes aos
tubos 12 a 20) continham cDNA pequenos, adaptadores nao-ligados, e fragmentos de
adaptadores/iniciadores liberados dos cDNA pela digestdo por Not |. Caso fossem
usadas essas fracdes de 12 a 20, a construcdo da biblioteca estaria significativamente
comprometida, com fragmentos clonados que ndo corresponderiam aos cDNA de

interesse de F. pedrosoi.

Obtidas as fracGes de cDNA por cromatografia em coluna, as fracbes 7 a 11 de
cDNA foram selecionadas para a ligacdo ao vetor pSPORT 1. As fracdes de cDNA
selecionadas foram reunidas em um Unico tubo e concentradas em coluna YM-30
Microcon, para um volume final de 11 uL de tampao TEN segundo a recomendacado do

kit SuperScript (Invitrogen). Para assegurar o sucesso na construcdo da nossa
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biblioteca, com clones apresentando insertos variados de cDNA de F. pedrosoi, o

sistema de ligacdo foi definido pela adicdo de 5 puL (30 ng) de cDNA. Antes, a

quantificacdao do cDNA fora feita a partir de 1 uL de cDNA no Nanodrop.

Tabela 1. FragGes de cDNA de F. pedrosoi eluidas por
cromatografia em coluna. As fragées 7 a 11 foram
escolhidas para o sistema de ligagao.

A B
No. Volume da fragao Volume total

(L) (L)
1 100 100
2 94 194
3 38,5 232,5
4 37,5 270
5 38 308
6 38 346
7 37 383
8 35 418
9 35 453
10 36 489
11 38 527
12 35 562
13 39 601
14 39 640
15 37 677
16 37 714
17 37 751
18 37 788
19 37 825
20 37 862
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5.4.6 Ligacao de cDNA a pSPORT 1

Apds a quantificagdo dos cDNA foram utilizados 30 ng de cDNA para ligar ao
vetor pSPORT 1. O sistema final de ligagao foi composto de 4 pL de tampao 5X T4 DNA
ligase; 1 pL de pSPORT 1; 30 ng de cDNA (6,2 ng/ul); dgua tratada com DEPC
completando o volume para 19 pl; e 1 ul de T4 DNA ligase. A composicdo final da
reacdo foi de: 50 mM Tris-HCl pH 7.6; 10 mM MgCl,; 1 mM ATP; 5% (p/v) PEG 8000; 1
mM DTT; 2,5 ug/mL de DNA plasmidial, digerido por Not I-Sal I; 1,25 ug/mL de cDNA e

50 unidades/mL de T4 DNA ligase. A reagdo de ligacdo ocorreu a 4°C durante a noite.

5.4.7 Precipitacao do sistema de ligagao

As construcdes moleculares de pSPORT 1 ligados aos cDNA de F. pedrosoi
(sistemas de ligacdo) foram em seguida precipitados a partir da adicdo ordenada de: 5
uL de glicogénio (0,2 mg/uL); 6,25 pL de tRNA; 15 uL de 7,5 M NH40Ac e 85 uL de
etanol absoluto (-20°C). Os componentes foram misturados completamente sob
agitacdo em vortex, e em seguida foram centrifugados a 14000 g por 20 min. O
sobrenadante foi cuidadosamente removido, e ao precipitado foi adicionado 0,5 mL de
etanol 70% (-20°C). Os sistemas de ligagdo foram entdo centrifugados por 2 min a
14000 g. O sobrenadante foi removido e os sistemas ligados e precipitados foram
mantidos a 37°C, por cerca de 15 min, até que todo o dlcool evaporasse. Em seguida,

foram finalmente ressuspendidos em 3 uL de agua milli-Q.

5.5 Transformagao por eletroporagao

Os vetores com os insertos de cDNA foram clonados em células
eletrocompetentes de E. coli ElectroMax DH10B (Invitrogen). Na transformag¢do com o
sistema de ligacdo pSPORT 1:cDNA de F. pedrosoi seguimos a sugestdo do kit
SuperScript (Invitrogen): os 3 uL de pSPORT 1:cDNA foram misturados a 80 pL de
células ElectroMax DH10B. Os parametros de eletroporacao utilizados foram: 2.5 kV,

100 Q, 25 pF.
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Imediatamente apds a eletroporacdo, as células transformadas foram coletadas
e transferidas para tubo tipo Falcon de 50 mL estéril contendo 1 mL de meio SOC. Em
seguida foram colocadas sob agitagdo a 250 rpm, a 37°C por 1h. Em dilui¢Ges seriadas
(1 pL; 0,1 pL e 0,01 pL), transformantes foram semeados em placas em meio LB agar,
acrescido de ampicilina (100 pg/mL). O restante das células transformadas foi
semeado em placas 20 x 20 cm em meio LB agar com ampicilina (100 pg/mL). Todas as
placas foram incubadas em estufa a 37°C durante a noite. No dia seguinte, foi feita a
contagem dos clones das placas com as diluicdes seriadas para o cdlculo da eficiéncia
de transformacdo. Os clones das placas 20 x 20 cm foram coletados por raspagem com
o auxilio de um rodo pequeno e estéril. Em seguida, os clones foram depositados em
aliqguotas de 500 pL, em glicerol 35% em tubos eppendorfs. Os tubos com os clones,
representando a biblioteca de cDNA de F. pedrosoi, foram guardados em freezer a

-80°C.

5.6 PCR de coldnia dos clones transformados

Para revelar a variedade do tamanho dos insertos de cDNA de F. pedrosoi
clonados nos vetores pSPORT 1 foi feita uma PCR de col6nia de 15 clones da biblioteca
escolhidos de modo randdmico. Inicialmente, as células transformadas, diluidas em
meio LB, foram semeadas em placas contendo LB agar, ampicilina (100 ug/mL) e X-GAL
(50 pg/ml). As placas com as células foram colocadas a 37°C durante a noite. No dia
seguinte foram selecionadas 15 col6nias brancas para o experimento de PCR. Os 15
clones foram coletados com ponteiras estéreis e inoculados em tubos de
microcentrifuga, previamente identificados e mantidos em gelo para a reacao de PCR.
Cada tubo continha além do indculo do clone: 0,2 mM de dNTP; 2 mM de MgCl,;
tampdo de PCR para concentracao 1X (10X = 500 mM KCI, 100 mM Tris-HCl pH 8,5); 0,2
UM dos iniciadores Universal e Reverso; 1 U de Tag DNA polimerase (Ludwig Biotec) e
agua milli-Q para um volume final de reagdo de 25 pL. Os parametros da PCR utilizados
foram: 1 ciclo a 94°C por 3min; 30 ciclos consistindo das etapas: 94°C por 1 min; 48°C

por 1min; 72°C por 1,5 min; e 1 ciclo de extensao final a 72°C por 5 min. Os produtos
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da reacdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose, conforme

procedimento padrao.

5.7 Minipreparagao de DNA Plasmidial em Placa Deep Well

Para o sequenciamento das amostras de cDNA de F. pedrosoi, foi realizada a
extracdo de DNA plasmidial dos clones a partir da adaptacdo de um protocolo de
minipreparacdao em placas Deep Well por Sambrook e Russel (2001). Os clones com os
insertos de F. pedrosoi foram inoculados nos pocos de placa Deep Well contendo: 1 mL
de meio 2XYT; ampicilina (100 pug/mL) e glicose 0,5%. A placa foi selada com adesivo
estéril; e o adesivo foi furado com agulha estéril, para facilitar a aeragao dos pogos. A
placa com os clones foi incubada em agitador a 250 rpm, a 37°C por 22h. Decorrido o
tempo de crescimento, estocamos parte dos clones em placa com glicerol 50% diluido
no meio de cultura das células. O estoque de células foi guardado em freezer a -80°C.
O restante das células foi centrifugado a 4000 rpm por 6 min para sedimenta¢do. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado por inversdo e os clones sedimentados foram
ressuspendidos, por vortex, em 240 plL de solucdo GET (Glicose 1%; 0,01M EDTA; 0,3M
Tris-HCI pH 7,4). Posteriormente foram centrifugados a 4000 rpm por 9 min, a 20°C. O
sobrenadante de cada poc¢o foi novamente descartado. As células foram
ressuspendidas em 60 puL de GET, em vortex. Em uma placa nova de fundo “U”
adicionamos a cada po¢o 1,25 pL de RNAse A (20 mg/mL). Posteriormente os clones
ressuspendidos da placa Deep Well foram transferidos para a placa nova de fundo “U”
contendo RNAse A. Adicionou-se a esses pogos 60 pL de solucdo Il (NaOH 0,2M; SDS
1%), preparada na hora. A placa de fundo “U” foi selada com adesivo novo e invertida
30 vezes para misturar bem os componentes de cada poco. Incubamos a placa por 10
min a temperatura ambiente. A placa foi submetida a uma breve centrifugacao, e aos
pocos adicionamos 60 pL de solucdo KOAc 3M/acido acético (armazenada em
geladeira a 4°C). A placa foi selada com adesivo, e novamente invertida 30 vezes para
garantir a mistura. A placa foi novamente incubada por 10 min a temperatura
ambiente. Decorrido este tempo, a placa foi centrifugada a 4000 rpm, por 9 min, a

20°C. Todo o sobrenadante dos pocos da placa de fundo “U” foi transferido para os
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pocos de uma placa nova, com filtro Millipore. A transferéncia dos sobrenadantes para
a placa de filtro Millipore foi feita de maneira a evitar a retirada de material
precipitado. Antes, a placa de filtro Millipore foi fixada com fita adesiva, em cima de
uma placa de fundo “V”, de modo que os pocos das placas de filtro Millipore ficassem
perfeitamente sobrepostos aos pogos da placa de fundo “V”. A placa de filtro Millipore
(fixada na placa de fundo “V”) foi entdo centrifugada, sem tampa e sem selo, a 4000
rom por 6 min, a 20°C. Apds a centrifugacdo, a placa de Millipore foi removida e
descartada. Ao filtrado da placa de fundo “V” foram adicionados 100 pL de isopropanol
para precipitar DNA plasmidial dos clones. A placa de fundo “V” foi selada com adesivo
e centrifugada a 4000 rpm por 45 min, a 20°C. O sobrenadante foi descartado, e aos
pocos foram adicionados 200 pL de etanol 70% gelado. A placa foi centrifugada a 4000
rpm por 5 min a 4°C. O sobrenadante novamente foi descartado. A placa foi colocada a
temperatura ambiente de modo que todo o alcool evaporasse (cerca de 40 min). O
DNA foi ressuspendido em 50 puL de dgua milli-Q. A placa foi selada e armazenada em

geladeira durante a noite. No dia seguinte a placa foi estocada no freezer a -20°C.

Posteriormente, foi feita a andlise eletroforética em gel de agarose 0,8%,
corado com brometo de etidio 0,5 pg/mL dos vetores extraidos contendo insertos de

cDNA de F. pedrosoi.

5.8 Amplificacdao e sequenciamento da biblioteca de cDNA de F. pedrosoi

O sequenciamento foi realizado empregando o kit “BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing” (Applied Biosystems) e o sequenciador automatico “3130x/ Genetic
Analyser” (Applied Biosystems). Foi feito o sequenciamento de 480 clones (5 placas de

96 pocos) da biblioteca de cDNA de F. pedrosoi.

A quantidade ideal de DNA plasmidial empregado no sequenciamento foi

definida na faixa de 200 a 250 ng, segundo as recomendacbes do kit “BigDye®

Terminator v3.1 Cycle Sequencing” (Applied Biosystems). A quantificacdo de nossas
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amostras foi feita através do espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) a

260 nm.

Apds a preparacao das amostras de cDNA, foram preparadas as reacdes para
sequenciamento em placas de 96 pogos, em um volume final de 10 pL, contendo: 4 plL
de DNA plasmidial (cerca de 250 ng); 0,5 pL de BigDye® Terminator; 1,75 pL tampdo do
seqlenciamento do kit “BigDye®”; 1,5 uL (2 puM) do iniciador M13 universal
(sequenciamento a partir da regido 5 do cDNA) ou do reverso (sequenciamento a

partir da regido 3’ do cDNA); e 2,25 uL de agua milli-Q.

Apds a pipetagem dos componentes, as placas foram agitadas em vortex, para
homogeneizar os componentes da reacao; e submetidas a uma breve centrifugacao.
Apds a centrifugacdo, as placas foram levadas ao termociclador “Mastercycler gradient
(eppendorf)” para amplificagdo das amostras de cDNA de F. pedrosoi. Para a PCR
foram seguidas as seguintes etapas: inicial, 96°C por 1min; 32 ciclos de 96°C por 15

seg, 50°C por 15 seg, 60°C por 4 min; e final, mantida a 4°C.
Apds o término da amplificagdo, foi feita uma breve centrifugacdo nas placas.
Em seguida, os cDNAs amplificados foram precipitados em etanol e EDTA segundo o

protocolo padrdo do kit “BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit”:

Precipitacio com etanol/EDTA

. Adicionar 2,5 pL de EDTA 125 mM em cada pogo da placa.
. Adicionar 30 pL de etanol gelado 100% em cada poco.
. Vedar a placa e agita-la em vortex em velocidade baixa.

. Incubar em temperatura ambiente por 15 min.

1
2
3
4
5. Centrifugar a 4000 rpm por 40 min. Seguir imediatamente para a etapa seguinte.
6. Inverter a placa e fazer breve centrifugacdo (“spin”) até 300 rpm.

7. Adicionar 60 pL de etanol 70% em cada poco.

8. Centrifugar a 4000 rpm a 4°C por 15 min.

9. Inverter a placa e fazer “spin”.

10. Deixar a placa secar em temperatura ambiente por 1h30.
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Apds a precipitacdo, as amostras foram desnaturadas, seguindo o protocolo

abaixo:

Desnaturacdo das amostras

1. Ressuspender as amostras em 10 uL de formamida Hi-Di™.
2. Levar a placa novamente ao termociclador por 3 min a 96°C. Seguir imediatamente
para a etapa seguinte.
3. Manter em gelo por 2 min.
4. Retirar do gelo, e manter a temperatura ambiente.
Apds a etapa de desnaturacdo, as placas foram postas no sequenciador

automatico “3130x/ Genetic Analyser” (Applied Biosystems).

5.9 Analise das sequéncias de cDNA de F. pedrosoi

Apds a geracdo do banco de ESTs de F. pedrosoi a partir do sequenciamento
dos cDNA da biblioteca de F. pedrosoi, as sequéncias obtidas foram submetidas a
analises de similaridade, empregando a ferramenta Blastx, com sequéncias
depositadas no banco de dados do NCBI. Adicionalmente ao pipeline automatico de
andlise PHPH, definido pelas ferramentas Phred, Cross Match e CAP3 (disponiveis em:
http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html), foram utilizadas manualmente as
ferramentas KB Basecaller, Vecscreen e CAP3 (este ultimo disponivel no programa
BioEdit) na tentativa de obter sequéncias de melhor qualidade de leitura. A Figura 5
resume a estratégia desenvolvida para a geragdo e andlise das ESTs de F. pedrosoi,

utilizando as ferramentas de bioinformatica citadas.

O programa “Sequencing Analysis Software Version 5.2”, andlogo ao programa
Phred, é capaz de avaliar a qualidade (confiabilidade) das sequéncias obtidas do
sequenciamento. A cada sequéncia oriunda do sequenciador automatico um grafico,
chamado de eletroferograma, é gerado. O eletroferograma mostra a intensidade de
fluorescéncia dos sinais emitidos de cada base nucleotidica captado pelo sequenciador
automatico. Quanto maior e mais definido for o pico de fluorescéncia da base

nucleotidica, menor sera a probabilidade de erro na leitura da base na sequéncia. E a
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partir da avaliacdo dos picos no eletroferograma que os programas Phred e “KB
Basecaller” quantificam e qualificam a acuracia (exatiddo) das sequéncias geradas. O
KB Basecaller possui um algoritmo mais sensivel que o Phred e o “ABI Basecaller”
(versdo anterior ao KB Basecaller), de maior acuracia, que lhe permite maior leitura do

comprimento da sequéncia, gerando sequéncias (ESTs) de tamanho maior e qualidade

superior.
Pipeline automatico Pipeline manual
( . ~ \ . ~
5’ Submissao das Submissao das
/ sequéncias sequéncias
= (Formato ABI) (Formato ABI)
® )
s N 7l N
ﬂ Phred KB™ Basecaller
il b | (Base call) (Base call)
TR N O [ |
LT I (I
comat G Cross_Match Vecscreen
wonoconooooocd: (remocgdo de vetor) (remocdo de vetor)
GRAGACTCTTACTGG Ij \I -
( h 7\
—— CAP3 CAP3
L (Clusterizacao) ) (Clusterizacdo)

\ /

BLASTX
(Nr, COG, GO)

Anotacao ]

Figura 5. Esquema dos principais passos empregados para a geracdo e analise de ESTs
de F. pedrosoi.

O basecalling, processo de avaliacao destes graficos, atribui a cada base lida um
valor de qualidade de leitura, o “Quality Value” (“QV” ou “Q”), que é definido por meio
de uma equacdo, desenvolvida pelo Phred, a qual estabelece uma relacdo logaritimica
negativa entre a qualidade (QV) e a probabilidade de erro da base lida (P) (QV = - 10
logoP ou P =10 _Qv/lo) (Gibas & Jambeck, 2001). Assim, quanto maior for a pontuacdo
recebida pela base, menor é a probabilidade de erro da leitura da base. O indice de QV
varia entre 0 e 99; por exemplo, QV = 10 indica que a probabilidade de uma

determinada base ndo corresponder a leitura é de 10% (1/10) ou de estar correta é de
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90%; QV = 20 indica que a probabilidade de erro na definicdo da base é de 1% (1/100)

ou de acerto é de 99,9%, e assim sucessivamente (Ewing et al., 1998).

Segundo Ewing et al. (1998), ESTs de qualidade baixa apresentam QV < 20; ESTs
de qualidade média apresentam 15 < QV £ 19; e ESTs de qualidade alta apresentam QV
> 20 e tamanho da sequéncia 2 100 nucleotideos. Portanto, foram escolhidas para a
analise de similaridade por Blastx, a partir dos eletroferogramas gerados, ESTs de F.
pedrosoi que apresentavam QV = 20 e tamanho > 100 nucleotideos, de acordo com as

anadlises dos programas Phred e Sequencing Analysis Software Version 5.2 (Figura 6).

Annctation | Sequence | Features Electropherogran | raw | 67 | aust |
‘Seq_005_FO1_1026343806912 =
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Figura 6. Basecalling de eletroferogramas gerados apds o sequenciamento automatico
examinados pelo KB Basecaller do programa Sequencing Analysis Software Version 5.2
(Applied Biosystems).

Apds a selecdo das sequéncias de F. pedrosoi de boa qualidade, empregamos os
programas Cross Match e Vecscreen para a identificacdo e remocdo das sequéncias
correspondentes ao vetor (pSPORT 1 e seus adaptadores Notl e Sall). Os programas
Cross Match e Vecscreen identificam os segmentos de DNA do vetor a partir da
comparacao dos fragmentos sequenciados contra um conjunto de sequéncias
conhecidas de vetores, evitando assim a “contaminacdo por vetor” da sequéncia de
interesse (Altschul et al., 1997). No exemplo abaixo (Figura 7), evidencia-se o resultado
do Vecscreen na sequéncia D04(3) de F. pedrosoi. A por¢do correspondente ao vetor

(marcada em vermelho) deve ser retirada da sequéncia total.
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DO04(3) (637 nucleotideos)

Grafico

Distribuicdo de vetor na sequéncia analisada:

1 159 318 477 637

Correspondéncia ao Vetor: . Forte . Moderada Fraca
Segmentos correspondentes a vetor: Forte correspondéncia: bases 519-637

>D04
TCGCCTCAGCCTTGCCTGTAACGCCTCCCCTCATTTCCTTCTGCTATTTCACCAAGTCGAGAGTTGTCTCCAGCTGGGGTATCCG
TCGTCGAAGACCCATATCCGACTTTCATCAATCGAAAGCTGTGAGTACAATTGCATCATTCCAGCTTTACCCCAAAGTATCTGA
GGTACGTCGTGTCTCGTTCATCATTTCTCGTCGTTCAGCCAGGGTGCTTTGGCGTCACACCTTGCTGTTTCGGATTGCACCTCG
AGGCTTGGAGGATGCGATGTGAAAAGGCCTCAGGACCGATCGCCGTTCCAATCTTGTTCAATCCGATATCCTCTCCACTACTC
GTTGCGAAGCGGCCCAAGCTAGTCTGGAGGACGGTCATGCAGAGCTCGATGATCTGGTGTGGGGAAGAGATATGCTCCGAC
TGCAATGATGAAGTAGCAGGCACAGAGCAAGCTTCCTTCCAAGAAGTTTGACTTGCGATAGAGAATGAGCACGTTCACCAGA
AAAGTTGTGGCGAAAAGTGCGGACGCGTGGGTCGACCCGGGAATTCCGGACCGGTACCTGCAGGCGTACCAGCTTTCCCTAT
AGTGAGTCGTATTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAA

Alinhamento

> gnl|uv|NGB00140.1:1-213 pCMVSPORT1 multiple cloning site with Sall adapter
Length=213

Score = 102 bits (51), Expect = 2e-19

Identities = 51/51 (100%), Gaps = 0/51 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 519 CGGACGCGTGGGTCGACCCGGGAATTCCGGACCGGTACCTGCAGGCGTACC 569

CECCEPEEEEEEEE R PR e R P e e e e ey
Shjct 154 CGGACGCGTGGGTCGACCCGGGAATTCCGGACCGGTACCTGCAGGCGTACC 204

Figura 7. Resultado da andlise da sequéncia D04(3) de F. pedrosoi pelo programa
Vecscreen.

Outra ferramenta importante nos projetos de sequenciamento é o programa
CAP3, empregado na montagem de sequéncias relacionadas, a partir de alinhamentos
de multiplas sequéncias que possuem segmentos em comum, 0s quais se sobrepdem
formando uma Unica sequéncia consenso chamada de contig. As sequéncias Unicas, as

guais ndo alinham, sao chamadas de singlets.

A Figura 8 resume a estratégia da geracdo das sequéncias de cDNA de F.
pedrosoi clonadas no vetor pSPORT 1 ao agrupamento das ESTs em singlets ou contigs.
Apds a formacdo das contigs e singlets, por meio das ferramentas de bioinformaticas
citadas, as sequéncias podem ser finalmente submetidas a analise de similaridade por

Blastx.
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e CAP3
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Figura 8. Esquema ilustrando a geracdo e agrupamento das ESTs de F. pedrosoi. (a)
Clonagem dos insertos de cDNA de F. pedrosoi no vetor pSPORT 1, contendo as
sequéncias para amplificacdo e sequenciamento dos iniciadores M13 Universal e
Reverso; (b) amplificacdo dos insertos, gerando ESTs que representam regidoes 5’ ou 3’
dos insertos; (c) andlise computacional das ESTs pelas ferramentas Cross Match ou
Vecscreen (filtro de vetor) e CAP3 (agrupamento das sequéncias similares); (d)
resultado final das andlises onde as sequéncias similares foram agrupadas em contigs e
as sequéncias sem similares permaneceram como singlets (Adaptado de Procédpio,
2006).
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A ferramenta BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) possibilita a busca em
bancos de dados de sequéncias de nucleotideos ou de proteinas similares a sequéncia

de interesse consultada (“query”) (Altschul et al., 1990).

O BLAST é uma familia de programas, a qual inclui, entre outros: o blastn
(“nucleotide-nucleotide blast”) - que busca e compara sequéncias de nucleotideos
depositadas no banco de dados de nucleotideos com a sequéncia de nucleotideo
consultada; o blastp (“protein-protein blast”) - que busca e compara sequéncias de
proteinas depositadas em banco de dados de proteinas com a sequéncia da proteina
consultada e o blastx (“nucleotide 6-frame translation-protein”) - que faz a busca em
um banco de dados de sequéncias de proteinas usando a sequéncia de nucleotideo

consultada traduzida nas seis possiveis fases.

A confiabilidade da andlise por Blastx é determinada pelo valor esperado ou “E-
value” (“Expect value”) que é uma pontuacao conferida a cada sequéncia do banco de
dados apontada como similar a sequéncia “query”. Quanto menor for ou mais préximo
estiver o E-value de zero (0.0), mais significativo sera a relacdo de similaridade da
sequéncia consultada com a sequéncia do banco de dados. E ao contrdrio, quanto
maior for o E-value, menos relevante serd o resultado de similaridade obtido (Altschul

et al., 1990).

O E-value é calculado a partir do alinhamento entre as sequéncias analisadas. O
alinhamento recebe uma pontuag¢dao que é calculada a partir das porcentagens de
identidade, de similaridade e de lacunas entre os residuos de aminoacidos (aas)
alinhados entre as sequéncias comparadas. A identidade é definida pela razdo entre o
numero de aas idénticos da sequéncia consultada com a sequéncia do banco.
Similaridade indica a razdo do numero de aas de propriedades quimicas semelhantes
(apolar, polar neutro, acido e basico) comuns entre as sequéncias. E lacunas
corresponde ao numero de aas ndo existentes de uma sequéncia comparada a outra
nas regides de alinhamento. Quanto maior a pontuacdo recebida do alinhamento,
menor o E-value, e maior a significancia da similaridade entre as sequéncias

comparadas.
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Outro parametro importante para discriminar o E-value é verificar a
porcentagem de cobertura (“Coverage”) ente as sequéncias comparadas. A
porcentagem de cobertura indica a extensdo de sobreposicdo entre as sequéncias.
Quanto maior a cobertura entre as sequéncias, mais relevante serd o E-value, e
consequentemente mais significativo a relagdo de similaridade entre as sequéncias.
Entretanto, alinhamentos de regides pequenas das sequéncias comparadas podem
indicar E-values de alta relevancia, mas que representam baixa porcentagem de
cobertura entre as sequéncias. Ou seja, a similaridade entre as sequéncias pode se
restringir a somente pedagos pequenos da sequéncia, como por exemplo, a regides
que codificam dominios da proteina. Assim, quanto maiores as sequéncias e maiores

os alinhamentos, mais fiel serd a relacdo de similaridade.

E-value < 10e-100 indicam que as sequéncias comparadas sdo idénticas, com
alinhamentos longos entre elas. 10e-50 < E-value < 10e-100 significam que as
sequéncias comparadas sdo quase idénticas, com um longo trecho da proteina
consultada alinhada com a proteina do banco indicada. 10e-10 < E-value < 10e-50
relacionam sequéncias parecidas, podendo ter dominios ou outras caracteristicas
compartilhadas. 1 < E-value < 10e-6 podem indicar sequéncias homdlogas, mas de
baixa significancia. E-value > 1 indicam proteinas diferentes, que aparentemente nao

estdo relacionadas (www.clcbio.com/index.php?id=995).

Adicionalmente, apds o sequenciamento, foram amplificados por PCR cerca de
34 sequéncias de cDNA, que apresentavam interesse ao nosso trabalho. A analise por
eletroforese em gel de agarose dos insertos serviu para comparar o tamanho
observado das sequéncias clonadas de F. pedrosoi com o tamanho das sequéncias
apontadas como similares na analise por Blastx. O tamanho observado das sequéncias
foi complementado na coluna “tamanho” das tabelas da analise por Blastx. Para a
amplificacdo dos fragmentos por PCR foram definidos os sistemas constituidos de: 0,5
puL de DNA plasmidial contendo o inserto clonado de F. pedrosoi (2 ng); 0,5 pL de cada
um dos iniciadores 5 e 3’ (0,2 uM); 1 uL de dNTPs (0,2 mM); 1 uL de cloreto de
magnésio (2mM); 2,5 pL tampdo Tag DNA polimerase (concentracdo final 1X); 0,2 uL
de Tag DNA polimerase (1U) (Ludwig Biotec) e 18,8 uL de agua milli-Q, para completar

volume final de reacdo de 25 pL. Os parametros da PCR utilizados para os sistemas de
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amplificacdo foram definidos por: 1 ciclo a 94°C por 3 min; 30 ciclos consistindo das
etapas: 94°C por 1 min, 50°C por 1 min; 72°C por 2 min; e 1 ciclo de extensao final a
72°C por 10 min. Apds a amplificagdo, cerca de 1/5 (5 pL) de cada sistema de reagdo foi

analisado por eletroforese em gel de agarose, conforme procedimento padrao.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Extragao de RNA total de F. pedrosoi

Foi utilizado cerca de 2 g do fungo F. pedrosoi para a extracdo de RNA total. O
micélio foi macerado em nitrogénio liquido, e ao macerado (pd) do fungo foram
adicionados 20 mL do reagente TRIzoL (Invitrogen). Seguindo as recomendacdes
descritas pelo fabricante, recuperamos 1,55 mg de RNA total do fungo. A quantificacdo
do RNA total de F. pedrosoi foi realizada por espectrofotometria empregando o

Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

Apds a quantificacdo, uma aliquota correspondendo a cerca de 1,5 ug de RNA
total de F. pedrosoi foi analisada por eletroforese em gel de agarose ndao-desnaturante
(Figura 9). O perfil observado revela a integridade do RNA total, conforme evidenciado

pelas bandas correspondentes aos RNA 18 e 26S (setas).

26S
185 +

Figura 9. Anadlise eletroforética em gel de agarose 0,8%,
corado com brometo de etidio 0,5 pg/mL, da amostra
de RNA total de F. pedrosoi.

6.2 Construcao da biblioteca de cDNA de F. pedrosoi

Apds a extracdo do RNA total de F. pedrosoi com o reagente TRIzOL, isolamos a
fracdo correspondente aos mMRNA com o uso do kit ”Dynabeads® Oligo (dT),s”
(Invitrogen). Foram recuperados cerca de 1,9 pg de RNA poli (A)" a partir de 400 pg de
RNA total.
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Apds a sintese da primeira e segunda fita de cDNA empregando o kit
“SuperScript™ Plasmid System with Gateway Technology for cDNA Synthesis and
Cloning” (Invitrogen), uma aliquota da reagao de sintese da segunda fita de cDNA (12
uL, de 150 plL total) foi analisada por eletroforese em gel de agarose (Figura 10). Foi
possivel visualizar um rastro, evidenciando fragmentos de cDNA de tamanhos variados,

conforme o tamanho dos rRNA analisados em paralelo das bandas (18S ~2 Kb e 26S ~ 4

Kb).

< 26S
- 18S

cDNAde
F. pedrosoi

Figura 10. Analise eletroforética em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de
etidio 0,5 ug/mL, das amostras de cDNA; RNA poli A’; RNA total de F.pedrosoi (pogos 1,
2 e 3 respectivamente). No pog¢o 1, evidencia-se o rastro de cDNA de F. pedrosoi; nos
pocos 2 e 3; as setas apontam as bandas 26 e 18S de RNA ribossomal.

Apds a realizacdo das demais etapas, os fragmentos de cDNA foram ligados ao
vetor pSPORT 1, como descrito no protocolo do kit empregado. Em seguida, uma
aliguota da reacdo de ligacdo foi usada nos experimentos de transformacdo por
eletroporacao de células da linhagem comercial DH10B ElectroMAX (Invitrogen) de E.

coli.
A eficiéncia de transformacao das células E. coli DH10B com o sistema de ligacao

dos insertos de cDNA de F. pedrosoi foi de 10’ clones/pg de DNA, resultado acima do

mencionado pelo protocolo do kit empregado (10° clones/ug de DNA).
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6.3 Representatividade da biblioteca de cDNA

Para a estimativa do tamanho das sequéncias de nossa biblioteca de cDNA de F.
pedrosoi foi realizada a analise em gel de agarose dos produtos amplificados por PCR
de col6nia do DNA plasmidial de alguns clones do banco. Na figura 11 pode-se
observar o resultado da PCR de 15 clones selecionados aleatoriamente. Exceto para

trés clones (pocos 4, 7 e 8 da Figura 11), a amplificacdo gerou fragmentos de DNA de

diferentes tamanhos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15MMKbp

PR N W —

Figura 11. Analise eletroforética em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de
etidio 0,5 pg/mL, dos produtos da PCR a partir do DNA plasmidial de 15 clones
recombinantes de E. coli DH10B. Marcador molecular (MM) utilizado: “1 kb DNA
ladder plus” (Invitrogen).

Em seguida, o DNA plasmidial de diversos clones da biblioteca de cDNA de F.
pedrosoi foram extraidos e submetidos ao sequenciamento. Uma analise
representativa do perfil de DNA plasmidial obtido de 104 clones da biblioteca é
mostrada na Figura 12. A biblioteca de cDNA de F. pedrosoi foi validada pelo

sequenciamento e analise do banco.

Figura 12. Andlise eletroforética em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de
etidio 0,5 pg/mL, do DNA plasmidial de clones da biblioteca de cDNA de F. pedrosoi.
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6.4 Analise das sequéncias de cDNA de F. pedrosoi

As sequéncias geradas foram submetidas ao pipeline de analise automatico,
conforme descrito na se¢dao 5.9 da Metodologia. Alternativamente, estas sequéncias
também foram submetidas a analise manual empregando outros programas

equivalentes aos programas utilizados no pipeline de analise automatica (Figura 5).

Apods a selecdo das ESTs de boa qualidade, a filtragem de vetor pelo CAP3 ou
Vecscreen; e a formacdo de contigs e singlets, as sequéncias de F. pedrosoi foram
comparadas com sequéncias depositadas nos bancos de dados. A analise de
similaridade das ESTs de F. pedrosoi foi feita pela ferramenta Blastx, sendo as
sequéncias do fungo traduzidas em proteina e comparadas com sequéncias de
proteinas depositadas nos bancos de dados. A partir da analise de qualidade dos
eletroferogramas das sequéncias, empregando a ferramenta Phred, 353 ESTs
(Expressed Sequence Tags) de F. pedrosoi (qualidade > 20 e tamanho > 100
nucleotideos) foram selecionadas. Dentre as 353 ESTs, 139 apresentaram similaridade
com sequéncias de fungos e bactérias depositadas no banco de dados do NCBI. Destas
139 sequéncias, 50 foram agrupadas em 19 contigs e 89 permaneceram como singlets.
O restante das ESTs que ndo apresentaram similaridade com sequéncias ja descritas

foram definidas como hipotéticas (Figura 13).

353 sequéncias de boa qualidade
(QV 2 20 e tamanho 2 100 nt)

— T

68 sequéncias formaram 285 sequéncias permaneceram
28 contigs como singlets
19 contigs (50 ESTs) 9 contigs (18 ESTs) 89 singlets 196 singlets nao
apresentaram ndo apresentaram apresentaram apresentaram
similaridade similaridade similaridade similaridade

Figura 13. Agrupamento em singlets e contigs das 353 sequéncias da biblioteca de
cDNA de F. pedrosoi, seguido da analise de similaridade com sequéncias depositadas
no banco de dados do NCBI.
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Conforme mostrado na Figura 14, dentre os genes identificados até o momento
nesta analise parcial do transcritoma de F. pedrosoi, destacam-se aqueles que
codificam proteinas relacionadas a resposta a diferentes estresses (nutricional,
oxidativo, e de choque térmico); transportadores de ions metdlicos (especialmente de
ferro e zinco); proteinas envolvidas na respiracao celular; proteinas estruturais e

proteinas envolvidas no metabolismo de carboidratos, lipidios e aminoacidos.

Hipotéticas
61%

Metabolismo
11%

Choque térmico

5% Degradacdo de

proteinas
2%

Estruturais
5%

Antioxidantes
2%
Respiracdo celular

Outras enzimas 2%
3%

Transporte
6%  Transcrigao e
Tradugdo
3%

Figura 14. Caracterizacdo do transcritoma parcial de F. pedrosoi. A classificacdo
funcional das ESTs de F. pedrosoi foi definida pela ferramenta KEGG Orthology (KO)
(“Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes”).

A seguir serdo apresentadas tabelas contendo os dados das sequéncias relativas
as principais categorias funcionais de genes de F. pedrosoi identificados neste trabalho.
Foram selecionadas apenas as sequéncias cujo alinhamento apresentava uma
cobertura minima de 35% e E-value < 1e-10. Em anexo sdo apresentadas o restante
das tabelas cujos transcritos de F. pedrosoi também foram identificados, mas nao

foram discutidos.
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Tabela 2. Sequéncias de cDNA de F. pedrosoi anotadas como proteinas transportadoras pela andlise de similaridade por Blastx. As sequéncias de F.
pedrosoi foram comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados “Non-redundant protein sequences” (nr) do NCBI.

Sequéncia®  Tamanho? Anotac3o Blastx® Cobertura® Identidade’ E-value®

- ref[XP_001270210.1]| provavel transportador de multiplas drogas MFS [Aspergillus clavatus

Contigl: AO1(4), 284 NRRL 1] (573 aa) 35% 82/93 (88%) 6e-42
A06(3 9 2/92 (899 -41
) -ref|XP_001816533.1]| transportador de poliamina 3 [Aspergillus oryzae RIB40] (552aa) 35% 82/92 (89%) 3e
A10(4) 719 (nglsalaEaF)W13702 1| transportador de multiplas drogas MFS [Coccidioides posadasii str. Silveira] 59% 70/166 (42%) 3091
A08(1) 378 (1700) - EDP51015.1: transportador de multiplas drogas MFS [Aspergillus fumigatus Af293] (605aa) 48% 42/61 (69%) 6e-18
Contig2: C03(1),
D02(2), A02(3), 887 - XP_001817152.1: transportador 1 regulado por zinco [Aspergillus oryzae RIB40] (351aa) 90% 184/270 (69%) 8e-88
D07(3)
s00) onr ;;;;L):)D 003000993.1] transportador de zinco de membrana [Verticillium albo-atrum VaMs.102] 39% 96/133 (72%) 96-50
0, 0, -
-ref|NP_012746.1| Zrt3p [Saccharomyces cerevisiae 5288c] (503aa) 41% 58/143 (41%) >e-19
E07(2) 1030 - EFX02665.1:permease de aminoacido [Grosmannia clavigera kw1407] (806aa) 95% 155/211 (73%) 4e-76
FO3(2) 470 - XP_001264818.1: aminotransferase classe V [Aspergillus fumigatus Af293] (386aa) 98% 100/155 (65%) 9e-54
Cco1(4) 763 - gb|EFV83559.1] proteina TctC [Achromobacter xylosoxidans C54] (325aa) 49% 117/126 (93%) le-47
HO6(1) 1114 (2100) ref| XP_003009538.1] sideréforo, transportador de ferro 1 [Verticillium albo-atrum VaMs.102] 49% 106/184 (58%) 76-56
(615aa)
-ref|XP_001261554.1 avel siderof t tador de fi 1 (Sitl [N t ischeri
C04(5) 401 NrReRII_ ey | provavel siderdforo, transportador de ferro 1 (Sitl [Neosartorya fischeri 44% 32/59 (54%) 4e-13
C10(2) 445 (1200) - XP_001401932.1: transportador de manganés pdtl [Aspergillus niger CBS 513.88] (575aa) 73% 81/116 (70%) 2e-31

1 N . . .~ . , N ’
As sequéncias (singlets) foram nomeadas de acordo com a posicdo ocupada nos pocos das placas sequenciadas; os nimeros entre parénteses correspondem ao nimero da placa (1 a 5).

%> 0 tamanho das sequéncias corresponde ao numero de nucleotideos de boa qualidade definidas pelo programa “Sequencing Analysis 5.2 Patch2”. O nimero entre parénteses, quando
houver, refere-se ao tamanho da sequéncia estimada por analise eletroforética dos insertos de F. pedrosoi amplificados por PCR.
* Melhores resultados definidos pela andlise por Blastx. Os cédigos sublinhados representam os nimeros de acesso das sequéncias do banco NCBI.

%3 parametros das analises de similaridade, por Blastx, entre as sequéncias de cDNA de F. pedrosoi com as sequéncias do banco de dados do NCBI.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/121703892?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=Y52PKX5H01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/169764123?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=Y52PKX5H01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/320031743?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=8&RID=TZTZA263015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/159125899?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=MF0BH8R501S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/169765362?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1H43UFT01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302406314?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=Y7R4WKA101N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6322673?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=66&RID=Y7R4WKA101N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/320590222?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MS6DFT9K014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/119496089?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=MS8D443T015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/317403021?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TY9WFH3C014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302423416?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=Y7SSZSZ501N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/119483052?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TWMGU76A014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/145258063?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MS4RXSJM014

Observando a distribuicdo das fungGes dos transcritos de F. pedrosoi
identificados pela andlise de similaridade por Blastx e classificados segundo a
ferramenta KEGG Orthology (KO) (“Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes”), cerca
de 6% do total de transcritos de F. pedrosoi possuiram similaridade com sequéncias
dos bancos de dados do NCBI anotadas como transportadores (Figura 14). Destes, a
maioria referem-se a transportadores pertencentes a Superfamilia dos Facilitadores

Maioritarios (“Major Facilitator Superfamily” ou “MSF”).

A contigl de F. pedrosoi pela anadlise de similaridade por Blastx foi anotada
como um provavel transportador MFS. Outro resultado da analise da contigl apontou

similaridade com o transportador de poliamina 3 (Tabela 2).

As poliaminas naturais como putrescina e espermidina sdo compostos
organicos intracelulares ubiquos, sintetizados por todos os procariotos e eucariotos
estudados (Heby, 1981). As poliaminas desempenham papéis importantes na
regulacdo da proliferacao, diferenciacdo e morte celular. Em pH neutro as moléculas,
carregadas positivamente, sdo capazes de interagir com inumeras moléculas
carregadas negativamente, incluindo DNA, RNA e fosfolipidios acidos - as espermidinas
e esperminas aumentam a rigidez da membrana, formando complexos com

fosfolipidios e outras proteinas (Schuber, 1989).

Experimentos com mutantes depletados de poliaminas em A. nidulans, N.
crassa e S. cerevisiae revelaram que as poliaminas sdo indispensaveis para uma taxa
normal de crescimento. A deficiéncia na biossintese de poliamina resulta na
interrupcao da proliferacao celular, que, no entanto, pode ser reversivel pela adicao de
poliaminas exdgenas. A deficiéncia de poliaminas também pode resultar em morte

celular programada ou apoptose (Rajam & Galston, 1985).

A maioria das células eucaridticas possui um sistema transportador de
poliaminas, localizado na membrana celular, que possibilita a internalizacdo de
poliaminas exégenas. Quando a biossintese de poliaminas é interrompida, a captacdo

de poliaminas exdgenas torna-se indispensavel para a sobrevivéncia das células.
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Adicionalmente, as poliaminas ja foram relatadas como antioxidantes,
prevenindo a peroxidacdo lipidica. Elas também foram implicadas na regulacdo de
vdrias enzimas que se ligam a membranas, incluindo: adenilato ciclase,
transglutaminase tecidual, canais i6nicos como NMDA (N-metil-D-aspartato), KIR
(canal retificador de influxo de potassio, K*) e canais de voltagem ativados por célcio

(Ca*") (Wallace et al., 2003).

A superfamilia dos facilitadores maioritarios (MFS) (Baldwin, 1993; Goswitz &
Brooker, 1995; Griffith et al., 1992; Henderson, 1991; Marger & Saier, 1993) junto com
a superfamilia de transportadores ABC de ligacdo a ATP (ABC) (Dean, 1995; Fath &
Kolter, 1993; Higgins, 1992; Kuan et al., 1995) constituem as duas maiores familias de
transportadores ja descritas. Ambas as familias sdo ubiquas em todos os organismos
vivos estudados. Juntas, as familias de transportadores MFS e ABC abrangem quase a
metade de todos os transportadores de solutos codificados nos genomas de

microorganismos, sendo também maioria nos eucariotos (Paulsen et al., 2000).

As permeases da familia ABC sdo em geral transportadores ativos primarios
multicompetentes, capazes de transportar tanto moléculas pequenas como
macromoléculas em resposta a hidrdlise de ATP. Ja os transportadores MFS sdo
carreadores secunddrios de apenas um polipeptideo, capazes de transportar apenas
pequenos solutos em resposta a gradientes de ions quimiosmodticos preexistentes

(Paulsen et al., 1997a).

Enquanto os transportadores ativos primarios direcionam o acumulo e a
extrusdo de solutos a partir da hidrélise de ATP, os carreadores secundarios
aproveitam a energia quimioestatica originada do gradiente eletroquimico -
provocado pelo unidirecionamento de moléculas bombeadas pelos transportadores
primarios — para o transporte ativo de solutos adicionais, simplesmente facilitando o

transporte de uma ou mais espécies moleculares através da membrana.

Desse modo, os sistemas de transporte permitem a captacdo de ions e

nutrientes essenciais ao organismo, além da excrecdo de produtos finais do
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metabolismo e de substancias deletérias; assim como promover a comunicagdo entre

as células e o ambiente (revisto por Pao et al., 1998).

A contig2 apresentou maior similaridade com a sequéncia XP_001817152.1,
descrita como a proteina transportadora 1-regulada por zinco (Zrt1) de A. oryzae, com
E-value igual a 8e-88, 90% de cobertura e 69% de identidade. Em S. cerevisiae foram
descritos os sistemas de captacdo de zinco de alta e de baixa afinidade pelo ion
metalico (Zhao e Eide, 1996a). A captacao de zinco por alta afinidade é realizada pela
proteina transportadora 1-regulada por zinco (Zrtl), e a captacdo do ion por baixa
afinidade ocorre pela proteina transportadora 2-regulada por zinco (Zrt2) (Zhao e Eide,
1996b). Ambas as proteinas pertencem a familia de transportadores de ions metalicos
ZIP3 (Permeases de Ferro/Zinco), responsaveis pela captacdo de zinco para dentro das
células (influxo) (figuras 15 e 16). As proteinas transportadoras reguladas por zinco
estdo presentes no citoplasma e em varias organelas, incluindo nucleo, réticulo
endoplasmatico, Golgi, vesiculas secretdrias e mitocondria. A expressao dos genes que
codificam para essas proteinas, ZRT1 e ZRT2, respectivamente, é rigorosamente
regulada pelas concentragGes intra e extracelular de zinco (Vallee & Falchuk, 1993;

Eide, 1997).

Zhao et al. (1997) sugerem que, em meio com altos niveis de zinco, a expressao
do gene ZRT2 ocorre em um nivel basal, e isso garantiria o suprimento de zinco as
células. Em caso de severa limitagdo de zinco, o transportador Zrtl seria induzido para
prover a aquisicao de zinco pela captacao de alta afinidade. Em condicdes de escassez
extrema de zinco, haveria a expressao de Zapl, que é um ativador transcricional dos
genes do sistema de captacdo de zinco ZRT1 e ZRT2 em resposta ao zinco,
desempenhando um papel importante na homeostase do ion zinco. Uma outra familia
de genes também envolvida no transporte de zinco, a CDF (Facilitadores de Difusdo de
Cations), codifica proteinas envolvidas: na retirada (efluxo) de zinco das células (ZnT-
1); no transporte de zinco para endossomos (ZnT-2); e na compartimentalizacdo do ion
intracelular para dentro de vacuolos ou organelas celulares (Zrcl e Cotl) - para
detoxificacdo ou armazenamento, em condi¢Ges de excesso de zinco (Paulsen & Saier,
1997b, Ramsay & Gadd, 1997). Um outro transportador de zinco da familia ZIP, o Zrt3,

mobiliza o ion estocado para o citoplasma em células com limitacdo de zinco. Assim
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como os genes ZRT1 e ZRT2, ZRT3 também é regulado pelo fator de transcricdo Zap1, o
qual em baixas quantidades de zinco, tem sua transcricdo aumentada (MacDiarmid et

al., 2000) (Figura 15).

Metalloproteins &
other organelles

vacuole

Figura 15. Mecanismos de homeostase de zinco em fungos. Entrada de zinco na célula
via Zrtl e Zrt2. No citoplasma, o metal liga-se a metaloproteinas ou é transportado
para dentro de organelas. Em células repletas de zinco, Zrcl e Cotl transportam zinco
para dentro de vacuolos, onde é estocado em uma forma menos tdxica. O fator de
transcricdo Zap1l é reprimido pela acumulacdo intracelular de zinco labil. Quando zinco
torna-se limitante, a atividade de Zap1 ativa o aumento da transcri¢ao dos genes ZRT1,
ZRT2 e ZRT3. O aumento na expressao do transportador Zrt3 mobiliza o estoque de
zinco através de vacuolos no citoplasma para reabastecer zinco labil no citoplasma. Em
contraste, o gene ZRC1 também é induzido por Zapl, sugerindo a necessidade de
manter o fluxo de zinco através do vacuolo em células em condi¢des limitantes de
zinco. Os circulos em vermelho indicam as proteinas Zrt1 e Zrt3 cujos transcritos foram
identificados em F. pedrosoi neste trabalho (Adaptado de MacDiarmid et al., 2000).

O resultado da analise Blastx da sequéncia G04(3) de F. pedrosoi revelou sua
similaridade com um transportador de zinco de membrana vacuolar de Verticillium
albo-atrum, com 39% de cobertura, 72% de identidade e E-value igual a 9e-50 (cddigo
de acesso: XP_003000993.1). Um outro resultado da analise de Blastx da sequéncia
G04(3) de F. pedrosoi apontou sua similaridade com a proteina Zrt3p de S. cerevisiae;
com 41% de cobertura, 41% de identidade e E-value igual a 5e-19 (ref|NP_012746.1]).
Em S. cerevisiae foram descritas as proteinas de membrana vacuolar transportadoras
de zinco Zrt3, Zrcl e Cotl. Em células repletas de zinco, Zrcl e Cotl sdo responsdaveis

pela compartimentalizacdo de zinco labil para dentro de vacuolos, onde o ion é
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estocado em uma forma menos téxica. Em células com limitacdo de zinco, Zrt3
mobiliza zinco estocado nos vaclolos para o citoplasma, na forma |abil, para a

manutenc¢do da homeostase do ion (Eide, 1997) (Figura 15).

O zinco, juntamente com os ions de ferro e cobre, é um micronutriente
essencial para os eucariotos: é cofator catalitico de varias enzimas e é componente
estrutural crucial dos motivos de dedos de zinco, por exemplo. Como o zinco,
diferentemente dos ions ferro e cobre, ndo possui atividade redox, sua acumulacdo
excessiva dentro da célula pode ser tdxica. A toxicidade de zinco esta associada a
ligacdes inadequadas as proteinas ou cofatores, que pode interromper processos
bioquimicos relevantes, como a respiracdo; além de gerar espécies reativas de
oxigénio que danificam lipidios, proteinas e DNA, levando a morte celular. Pela
importancia bioldgica e pela toxicidade potencial do zinco, os mecanismos da célula de
captar, armazenar e eliminar o ion metdlico sdo extremamente regulados, em niveis
transcricionais e pds-transcricionais, para assegurar a homeostase. Pela importancia
biolégica adquirida pelos transportares de zinco, esses transportadores tornaram-se

altamente conservados filogeneticamente entre os eucariotos (Eide, 1997).

Alguns estudos reveleram a importancia de zinco e seus transportadores na
patogénese de fungos e bactérias. Tang et al. (2005) verificaram que o regulador de
captacao de zinco Zur é essencial para a viruléncia da bactéria patogénica de plantas X.
campestris. Ammendola et al. (2007) descobriram que o sistema de captacdo de zinco
por alta afinidade ZnuABC é necessario para a homeostase de zinco, além de contribuir

para a viruléncia de Salmonella enterica.

Franke et al. (2006) revelaram que a proteina transportadora vacuolar Vaclp
contribui para a viruléncia de C. albicans, pela via de Vps34p (“vacuolar protein sorting
class 1lI”). Vaclp é uma proteina de membrana periférica, com dominio
fosfatidilinositol, que tem funcdo de encaminhar vesiculas a endossomos “tardios”
(corpos multivesiculares). Vps34p é uma fosfatilinositol 3-quinase, capaz de fosforilar

unicamente fosfatidilinositol para formar fosfatidilinositol (3)-fosfato.
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Franke et al. (2006) produziram mutantes em C. albicans deletados de Vacl. Os
resultados revelaram que os mutantes eram menos aptos a formar hifa, mesmo em
diferentes meios indutores; eram incapazes de formar clamidésporos em meio de dgar
com arroz; tinham menor capacidade de aderir a células epiteliais de humanos e de
secretar proteinases aspartil; sendo avirulentas em modelo murino para candidiase
sistémica. Vacl portanto é fundamental para a viruléncia de C. albicans no modelo

estudado.

Mutantes para Vps34p eram avirulentos em modelo murino de candidiase
sistémica; sendo incapazes de formar hifas em diferentes meios, hipersensiveis a altas
temperaturas e a estresse hiperosmotico, e possuiam capacidade reduzida de adesdo a
células humanas (Bruckmann et al., 2000; Eck et al., 2000). Ginther et al. (2005)
revelaram que a viruléncia de Vps34p deve-se a atividade quinase-lipidica da proteina.
Um dos substratos de Vps34p é Vaclp. Por isso, Franke et al. especularam que Vaclp

poderia ter um papel na viruléncia de C. albicans.

A deteccdo de transcritos de F. pedrosoi que codificam provaveis
transportadores especificos de zinco, especialmente transportadores homélogos a Zrtl
e a Zrt3, podem constituir um mecanismo adaptativo do fungo para captacgdo e
mobilizagdo de zinco em condig¢es limitantes do ion no meio. Seria interessante
avaliar também se estes provaveis transportadores de zinco s3ao importantes para
aderéncia de células do fungo a células endoteliais humanas, e no processo de

dimorfismo de F. pedrosoi - na formacao de hifas e/ou corpos escleréticos do fungo.

60



Tabela 3. Sequéncias de cDNA de F. pedrosoi anotadas como proteinas estruturais pela analise de similaridade por Blastx. As sequéncias de F. pedrosoi
foram comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados “Non-redundant protein sequences” (nr) do NCBI.

Sequéncia Tamanho Anotacao Blastx Cobertura Identidade E-value

-ref| XP_002143598.1| provavel Cap20, proteina associada a patogénese [Penicillium o o

HO3(4) 827 marneffei ATCC 18224] (188aa) 39% 61/109 (56%) 2e-28

A07(2) 530 (1100) - ADP24744.1: Actina [Pyrenophora teres f. teres] (271aa) 67% 120/120 (100%) 3e-63

F09(2) 517 L%;r)otema de parede celular ancorada por GPI [Grosmannia clavigera 82% 106/148 (72%) 4e-53
- XP_001934358.1: EgIC, endoglucanase beta-1,3- de parede celular ancorada por GPI o 0

B01(2) 542 (1650) [Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP] (318aa) 99% 108/179 (61%) 6e-58

C07(2) 577 (900) - XP_001390410.1: EglIC, endoglucanase beta -1,3 [Aspergillus niger CBS 513.88] (464aa) 50% 59/100 (59%) 3e-21

A12(3) 331 - XP_003190632.1: molécula reguladora de adesdo [Aspergillus oryzae RIB40] (204aa) 98% 71/109 (66%) 2e-31

E10(2) 447 - XP_002384844.1: provavel glucanosiltransferase beta-1,3 [Aspergillus flavus NRRL3357] 45% 46/68 (68%) 9619

(531aa)

Os parametros das analises de similaridade por Blastx das sequéncias de F. pedrosoi (Sequéncia, Tamanho, Anotacao, ...) sdo descritos na legenda da tabela 2.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/212526882?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TZ0BM1BE01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/310789261?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MS35B9C4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/320590871?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MXS3GVGJ011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189196040?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=MS37HZ3N011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/145235523?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=MS4GRG2J01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/317155615?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=20&RID=MZSRTK8U011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238507285?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MS855EDR015

As sequéncias de F. pedrosoi evidenciadas na Tabela 3 foram anotadas pela
analise de similaridade por Blastx com sequéncias que codificam proteinas da parede
celular. Cerca de 5% dos transcritos de F. pedrosoi foram anotados como transcritos de

proteinas de parede celular.

A sequéncia HO3(4) de F. pedrosoi foi anotada como a proteina associada a
patogénese Cap20. A proteina Cap20 foi descrita inicialmente no fungo fitopatdgeno
Colletotrichum gloeosporioides. Hwang et al. (1995) analisando eventos moleculares que
ativavam a formacdo de apressorios de C. gloeosporioides, identificaram um transcrito
do fungo, que era unicamente expresso durante a formacdo de apressdrios quando em
contato com a planta hospedeira. Os pesquisadores verificaram que a interrupcao do
gene no fungo resultava em uma reducgdo drdstica da viruléncia em frutas de abacate e
tomate. O transcrito que codifica a proteina designada Cap20, estaria, portanto,
envolvido na patogénese do fungo, auxiliando a formagdo de apressérios durante a

infeccdo ao hospedeiro.

A descricdao do transcrito de Cap20 em F. pedrosoi implica potencialmente em
uma proteina que confere viruléncia ao fungo. A caracterizacdo da proteina Cap20 em F.
pedrosoi pode revelar mecanismos importantes do fungo durante a infeccdo ao
hospedeiro, especialmente durante as etapas de adesdo e internalizacdo de particulas

do fungo nas células hospedeiras.

A sequéncia A12(3) de F. pedrosoi foi anotada como uma molécula reguladora de
adesdo, com similaridade pela molécula reguladora de adesdo de A. oryzae. A
patogénese associada ao género Aspergillus é bem relatada em A. fumigatus, o principal
agente etioldgico da aspergilose em individuos imunossuprimidos. A infeccdo inicia-se
pela inalacdo de conidios do fungo que evadem o sistema imune ao invadir células
epiteliais e alveolares do hospedeiro. A germinacdo de conidios a hifas dentro das
células do hospedeiro permitem a penetracdo do epitélio e do endotélio vascular.
Ocasionalmente, em individuos imunossuprimidos pode ocorrer a disseminacdo do

fungo através da corrente sanguinea (Bem-Ami et al., 2010).
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A caracterizacdo da molécula reguladora de adesdo codificada pelo transcrito de
F. pedrosoi identicado neste trabalho podera contribuir para o melhor entendimento da

etapa de adesdo de F. pedrosoi durante a cromoblastomicose.

63



Tabela 4. Sequéncias de cDNA de F. pedrosoi anotadas como proteinas envolvidas na respiracao celular pela analise de similaridade por Blastx. As

sequéncias de F. pedrosoi foram comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados “Non-redundant protein sequences” (nr) do NCBI.

Sequéncia Tamanho Anotacao Blastx Cobertura Identidade E-value

- ref| XP_003068359.1| provavel oxirredutase NADH-ubiquinona [Coccidioides posadasii o o

E06(4) 642 C735 delta SOWgp] (1342a) 55% 72/118 (61%) 3e-30

FO7(4) 787 gb|EER36341.1]| subunidade Il da citocromo c oxidase [Ajellomyces capsulatus H143] 33% 154/183 (84%) 90-85
(224aa)

E04(4) 818 ;]’r’zg?;(nF;Cgl(‘)Jﬁézl:;g:).ll subunidade Il da citocromo c oxidase [Mycosphaerella 77% 157/211 (74%) 90-69
- XP_002478727.1: provavel proteina carreadora mitocondrial [Talaromyces stipitatus o o

G09(2) 381 ATCC 10500] (33033) 96% 97/122 (80%) 8e-45

A07(3) 797 - XP_002145937.1: provavel proteina mitocondrial carreadora de fosfato (Mirl) 61% 129/148 (88%) 70-67

[Penicillium marneffei ATCC 18224] (315aa)

Os parametros das analises de similaridade por Blastx das sequéncias de F. pedrosoi (Sequéncia, Tamanho, Anotacdo, ...) sdo descritos na legenda da tabela 2.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/303316714?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=29&RID=W2VUF5KJ01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/240272790?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TZSXCDG2015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/164422125?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TYUG9DGX01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242775874?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=MXXETSJ001N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/212531561?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MZSC39MN011

Foram identificados transcritos de F. pedrosoi que apresentaram pela analise por
Blastx similaridade com proteinas envolvidas na respiracdo celular, mais
especificamente proteinas que constituem a cadeia transportadora de elétrons (ETC)

(Tabela 4 e Figura 16).

A sequéncia EO06(4) foi anotada com a proteina NADH-ubiquinona
oxidorredutase. A proteina NADH-ubiquinona oxidorredutase corresponde ao complexo

| na cadeia transportadora de elétrons.

A sequéncia FO7(4) possuiu similaridade com a subunidade Il da citocromo ¢
oxidase de Ajellomyces capsulatus (gb|EER36341.1|) com 83% de cobertura, 84% de
identidade e E-value igual a 9e-85. A sequéncia E04(4) pela analise por Blastx possuiu
similaridade com a subunidade Il da proteina citocromo c oxidase de Mycosphaerella
graminicola (ref| YP_001648739.1|) com 77% de cobertura, 74% de identidade e E-value
igual a 9e-69. A citocromo c oxidase, constituida pelas subunidades transmembranicas |,

Il e lll é definida como o complexo IV da ETC.

A sequéncia A07(3) pela andlise por Blastx foi anotada como uma provavel

proteina mitocondrial carreadora de fosfato (Mirl).

Figura 16. Esquema da cadeia transportadora de elétrons na matriz mitocondrial,
evidenciando os cinco complexos e carreadores de fosfato inorganico (Pi) envolvidos na
sintese de ATP. Os circulos em amarelo evidenciam os complexos proteicos |, IV, V e
carreadores de Pi cujos transcritos foram identificados em F. pedrosoi. (retirado de
www.acervosaude.com.br/images/004.png)
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Tabela 5. Sequéncias de cDNA de F. pedrosoi anotadas como proteinas relacionadas ao estresse oxidativo pela andlise de similaridade por Blastx. As

sequéncias de F. pedrosoi foram comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados “Non-redundant protein sequences” (nr) do NCBI.

Sequéncia Tamanho Anotacao Blastx Cobertura Identidade E-value
Contgfz:(g)lo(l) 772 - AAN39883.1: oxidase alternativa mitocondrial [Emericella nidulans] (354aa) 57% 114/148 (77%) 2e-64
FO4(2) 485 (500) - EEH19342.1: oxidase alternativa [Paracoccidioides brasiliensis Pb03] (352aa) 50% 54/86 (63%) 2e-24
HO3(3) 1015 —A;<231;|3)§P(2;222)72.1I superoxido dismutase de manganés SodB [Aspergillus fumigatus 579% 135/196 (69%) 50-68
cOnanl72:(<2:;)1(2) 588 - XP_001939504.1: tiorredoxina [Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP] (111aa) 52% 61/102 (60%) 3e-25
B02(1) 360 (850) - XP_002340162.1: provavel tiorredoxina [Talaromyces stipitatus ATCC 10500](286aa) 37% 34/45 (76%) 5e-13

Os parametros das analises de similaridade por Blastx das sequéncias de F. pedrosoi (Sequéncia, Tamanho, Anotacao, ...) sdo descritos na legenda da tabela 2.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/24061751?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=MRY5KF9J015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/225681058?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=MXRRUY0E015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/70993650?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=XUHHN6VZ01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189206339?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=MS3WT4ZV01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242761344?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=MF0WAKHC016

A caracterizacdo do transcritoma parcial de F. pedrosoi revelou transcritos que
codificam proteinas relacionadas ao estresse oxidativo; envolvidas na decomposicao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), como a oxidase alternativa mitocondrial (Aox), a

superoéxido dismutase de manganés SodB e tiorredoxinas citoplasmaticas (Tabela 5).

A contig6 constituida pelas sequéncias G10(1) e D12(3) apresentou similaridade,
por Blastx, com o gene que codifica a enzima oxidase alternativa mitocondrial de
Emericella nidulans - forma sexuada ou teleomdrfica de Aspergillus nidulans, (cédigo de
acesso: AAN39883.1). A enzima oxidase alternativa (Aox), presente na membrana
mitocondrial interna de plantas, e de alguns fungos e protozoadrios, participa de uma via
alternativa de oxidacdo da cadeia transportadora de elétrons na respiracdo celular
(Moore & Siedow, 1991; Hoefnagel et al., 1995; Mcintosh, 1994; Vanlerberghe &
Mclntosh, 1997).

Na via alternativa, mediada por Aox, os elétrons na fosforilacdo oxidativa que
passam pela ubiquinona ao invés de seguirem para os complexos Ill e IV na via cldssica
da cadeia sdo direcionados a oxidase alternativa mitocondrial (Figura 17). Assim como
na via classica da cadeia transportadora de elétrons, na via alternativa mitocondrial
ocorre a transferéncia de elétrons ao oxigénio, reduzindo-o a agua. No entanto,
diferentemente da via classica, na via alternativa, a translocacdo de prétons ao citosol
so ocorre pelo complexo I. Consequentemente ha uma diminuicdao na geracdo da forca
préton-motriz na membrana, que é indispensdvel para sintese de ATP pela enzima F.F,
ATPsintase (Moore et al. 1978). Desse modo, quando a fosforilacdo oxidativa pela via
classica é desviada para a via alternativa, a sintese de energia (ATP) é diminuida — a
energia liberada entre ubiquinol e o oxigénio, ndo acoplada ao bombardeamento de
prétons, é dissipada na forma de calor. A presenca ubiqua da oxidase alternativa em
varios organismos, como plantas termogénicas e ndo-termogénicas (Moore & Siedow,
1991), protozoarios (Chaudhuri et al., 1996; Jarmuszkiewicz et al., 1998), algas (Dinant
et al., 1998), fungos dimérficos (Johnson et al., 2003) e filamentosos (Kirimura et al.,

1999) revelou aos pesquisadores novas caracteristicas fisioldgicas importantes de Aox.
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Figura 17. Esquema da cadeia transportadora de elétrons em mitocondria de fungos.
complexo | - NADH desidrogenase; complexo Il - succinato desidrogenase; complexo Il -
ubiquinolcitocromo c¢; complexo IV - citocromo oxidase; ex - NADH:ubiquinona
desidrogenase externa; in - NADH:ubiquinona desidrogenase interna; UBQ - pool de
ubiquinona:ubiquinol; AO - oxidase alternativa; ¢ - citocromo c. As setas em rosa
indicam a diregdo do fluxo de elétrons. O circulo em vermelho indica a proteina oxidase
alternativa (AO) cujo transcrito foi identificado em F. pedrosoi (Adaptado de Joseph-
Horne et al., 2001).

Pesquisadores descobriram que a via alternativa de oxidagdo pela enzima
oxidase alternativa é resistente a inibidores da via cldssica, como cianeto (terminologia
da via alternativa: ciano-resistente), azida e monéxido de carbono, que inibem o
complexo IV; e antimicina A, que age entre os citocromos b e ¢, no complexo Il (Ikuma,
1972; Solomos, 1977). Em compensacao, a via alternativa é inibida especificamente por
acido salicilhidroxdmico (SHAM), acido benzil hidroxdamico (BHAM ou n-propil galato),
tiocianato de potassio, 8-hidroxilamina e a,a’-dipiridila (Vanlerberghe & Mcintosh, 1997;

Ikuma, 1972).

Nos fungos Neurospora crassa e Hansenula anémala quando a via citocromo c
oxidase era inibida, os niveis dos transcritos do gene nuclear AOX1, que codifica Aox, e a
guantidade da enzima eram aumentados. Os resultados apontam para ativacdo da via
alternativa por Aox quando a via citocromo c oxidase é interrompida (Q. Li et al.,1996;
Sakajo et al., 1993). A resisténcia da via alternativa a inibidores da via classica sugere ao
organismo um mecanismo adaptativo que permitiria a manutencdo da respiracao

celular, mesmo apds a exposigao de inibidores potentes da via citocromo c oxidase.
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Inicialmente, pesquisadores imaginaram que a via alternativa por Aox seria
ativada quando houvesse hiperfluxo de elétrons em direcdo ao complexo Ill na via
classica da respiracdo. Aox agiria para desviar elétrons que estariam saturando a via
classica de oxidag¢dao (Palmer, 1976; Lambers, 1982). Recentemente, foi mostrado que
Aox, na presenca de piruvato, na verdade compete por elétrons com a via classica da
fosforilacdo oxidativa, mesmo quando a via ndo estd saturada (Hoefnagel et al., 1995).
Em ambos os casos, Aox agiria de forma a diminuir a redu¢ao dos complexos Ill e IV da
via cldssica da cadeia transportadora de elétrons, equiliborando o balanco de
oxidagdo/reducdo dos complexos (Hoefnagel et al., 1995). Consequentemente,
mantendo os complexos Il e IV oxidados, haveria menor sintese de ATP e de EROs pela
via classica. A ativacdo de Aox, portanto, seria desejada para corrigir uma condicao de
estresse oxidativo do organismo, diminuindo a producdao de EROs na respiracdo ao
competir com elétrons da via cldssica de oxidacdo. Reforcando essa hipdtese, alguns
estudos revelaram que a expressao do gene AOX pode ser estimulada em condicdes de
estresse, como baixas temperaturas, espécies reativas de oxigénio (EROs) e na infeccao
de patégenos (Vanlerberghe & Mcintosh, 1997; Wagner AM, 1995). Desse modo, Aox
atuaria como agente antioxidante contra espécies reativas de oxigénio (EROS) gerados

da respiracao e da infeccdo (Papa et al., 1997; Missall et al., 2004).

As vias respiratdrias classica e alternativa estariam, assim, reguladas em funcao
do balango de oxidacdo/reducdo de ubiquinona e de carbono, em resposta aos niveis de

ATP citosolicos (Siedow & Umbach, 2000).

Maxwell et al. (1999), em experimentos com cultura de células transgénicas de
tabaco que possuiam niveis alterados de Aox, verificaram que a via alternativa de
oxidacdo por AOX era ativada para diminuir a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), originadas de mitocondrias na respiracdo celular. Em células mutantes de tabaco
gue apresentavam baixo nivel de Aox, a formacdo de espécies reativas de oxigénio
aumentava em relacdo as células tipo selvagem; indicando, portanto, o envolvimento da

Aox na regulacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs).
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A producdo de EROs é intrinseca dos processos metabodlicos aerdbicos da
reducdo de oxigénio, especialmente da respiracdo, e se tais espécies ndo forem
rapidamente removidas ou detoxificadas podem provocar danos a varias moléculas,

além de morte celular por apoptose.

Adicionalmente, na infeccdo, células fagociticas podem utilizar o estresse
oxidativo como defesa contra patdgenos intracelulares (Westwater et al., 2005).
Macroéfagos e neutrofilos por meio de reagdes oxidativas do complexo NADPH oxidase
reduzem o oxigénio a EROs nos fagossomos, provocando estresse oxidativo aos
patégenos fagocitados (Missall et al., 2004). Alguns patdégenos mesmo no ambiente
hostil de fagossomos conseguem resistir ao estresse oxidativo, pois produzem enzimas
antioxidantes que detoxificam as EROs, como a oxidase alternativa, a catalase, e a

superoxido dismutase.

A sequéncia HO3(3) pela analise de Blastx, possuiu similaridade com a proteina
superéxido dismutase de manganés SodB, de Penicillium marneffei (XP_002151294.1).
As enzimas superoéxido dismutase (SOD) catalizam a dismuta¢do de anions superdxidos a
peroxidos de hidrogénio e oxigénio (Fridovich, 1978, McCord et al., 1971). Experimentos
com mutantes com deleg¢des individuais para sodA ou sodB de E. coli reforcaram a
funcdo das superdxidos dismutases como defensoras das células contra a toxicidade de
superoéxidos (Touati, 1988). Juntamente com outras enzimas antioxidantes, a superoxido
dismutase desempenha papel protetor as células contra os efeitos toxicos das espécies
reativas de oxigénio (EROs). Os perodxidos de hidrogénio, por sua vez podem ser

detoxificados pelas enzimas catalase, glutarredoxinas e tiorredoxinas.
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As sequéncias C01(2) e F12(2) constituem a contig7, que pela analise por Blastx,
possuiu similaridade com a EST XP_001939504.1, anotada como uma tiorredoxina (Trx)
de Pyrenophora tritici-repentis, de 111 residuos de aminoacidos, com cobertura de 52%,
identidade de 60% e E-value de 3e-25. A mesma analise da contig7 revelou similaridade
com a tiorredoxina Trx1p de S. cerevisiae (gb|EGA61334.1]|), de 103aa, com cobertura

de 51%, identidade de 55% e E-value de 4e-16.

A singlet B02(1) também foi apontada como uma provavel tiorredoxina, com
similaridade pela provavel tiorredoxina de Talaromyces stipitatus (XP_002340162.1), de
286 residuos de aminodcidos, com cobertura de 37%, identidade de 76% e E-value igual

a 5e-13.

As tiorredoxinas (Trx) sdo proteinas pequenas — com cerca de 12 kDa, da classe
de oxidorredutases — que catalizam a reduc¢do de outras proteinas, por meio de um sitio
ativo composto de dois residuos de cisteina altamente reativos e conservados em
bactérias, fungos, plantas e mamiferos (Holmgren, 1989). Na Figura 18 evidenciam-se os

residuos de cisteina que constituem o sitio ativo da tiorredoxina de P. tritici-repentis.

A tiorredoxina reduzida, com seus residuos de cisteina na forma de ditiol (SH),,
reduz proteinas com pontes dissulfeto (S-S) a ditiol. A reacdo redox envolve a doagdo de
elétrons dos grupos tiol para as pontes dissulfeto. Desse modo, as tiorredoxinas antes
reduzidas Trx(SH),, sdo oxidadas a pontes dissulfeto Trx(S-S), e as proteinas antes
oxidadas sdo reduzidas a grupos tiol (reacdo 1). Para uma nova catalise, as tiorredoxinas
oxidadas sdo reduzidas pelas tiorredoxinas redutases (Trr) com elétrons doados por

NADPH (reacdo 2):

Trx(SH), + Proteina(S-S) = Trx(S-S) + Proteina(SH), (1)
Trx(S-S) + NADPH+ = Trx(SH), + NADP (2)

Em E. coli, as tiorredoxinas foram inicialmente descritas como doadoras de
elétrons a enzima ribonucleotideo redutase, para reducdo de ribonucleotideos a

desoxirribonucleotideos na sintese de DNA (Laurent et al., 1964). Trabalhos posteriores
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revelaram em E. coli, que as tiorredoxinas também atuam na reducdo das enzimas 3'-
fosfoadenosina-5'-fosfosulfato (PAPS) redutase e metionina sulféoxido redutase,

envolvidas na assimilagao de enxofre (Tsang & Schiff, 1976; Ejiri et al., 1979).

> ref |[XP 001939504.1| thioredoxin [Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP]
gb|EDU42223.1] thioredoxin [Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP] Length=111

GENE ID: 6347460 PTRG 09172 | thioredoxin [Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP]

Score = 119 bits (297), Expect = 3e-25
Identities = 61/102 (60%), Positives = 71/102 (70%), Gaps = 3/102 (3%)
Frame = +3

Query 3 KSSYNTSIVQAPADRLVVLDCFATWCGPCKVIAPEVAKFSESddfkdkvdfykvdvdEVP 182
+S  + A D L+VLDCFATWCGPCKVIAP+V KFSE+ EVP
Sbjct 12 QSKADFDAAMADHDTLMVLDCFATWCGPCKVIAPQVVKFSEAYPNARFYKIDVD---EVP 68

Query 183 DVAQELGVRAMPTFMIFKNGEKVAEVVGANKHALEAAIRKNL 308
DVAQELG+RAMPTF+ FK G+KVAEVVGAN ALEAAI+ N+
Sbjct 69 DVAQELGIRAMPTFLFFKGGDKVAEVVGANPKALEAAIQSNI 110

Figura 18. Resultado da andlise por Blastx da contig7 de F. pedrosoi. No alinhamento, a
contigb possuiu similaridade com uma tiorredoxina de P. tritici-repentis. Em vermelho e
azul, evidenciam-se os residuos de cisteina (C), glicina (G) e prolina (P) do sitio ativo
conservado da proteina.

Em S. cerevisiae foram descritos os sistemas tiorredoxina citoplasmatico e
mitocondrial. O sistema tiorredoxina citoplasmatico é composto pelas tiorredoxinas
Trx1l e Trx2, e a tiorredoxina redutase Trrl (Gan, 1991). O sistema tiorredoxina
mitocondrial é constituido pela tiorredoxina Trx3 e pela tiorredoxina redutase Trr2

(Pedrajas et al., 1999).

Assim como em E. coli, em S. cerevisiae as tiorredoxinas citoplasmaticas Trx1 e
Trx2 — codificadas respectivamente pelos genes TRX1 e TRX2, reduzem a
ribonucleotideo redutase e a 3'-fosfoadenosina-5'-fosfosulfato (PAPS) redutase (Met16)

(Gonzalez et al., 1970).

Em S. cerevisiae, o sistema tiorredoxina citoplasmatico teria funcdo que se
sobreporia a da glutationa redutase (GR): reduzir glutationa na forma oxidada (GSSG) a
forma reduzida (GSH). Mutantes deletados para as tiorredoxinas Trxl e Trx2
(Atrx1Atrx2), assim como mutantes deletados para glutationa redutase (Agirl)
acumulavam niveis similares de glutationa oxidada. Enquanto mutantes com triplo
nocautes para as tiorredoxinas 1 e 2 e glutationa redutase (AglriAtrx1Atrx2) eram

invidveis em condicGes aerdbicas (Muller, 1996). Draculic et al. (2000) revelou ainda que
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uma Unica tiorredoxina ou glutarredoxina citoplasmatica seria essencial para a

viabilidade de S. cerevisiae.

O sistema tiorredoxina mitocondrial parece ser incapaz de substituir os sistemas
tiorredoxina citoplasmatico ou glutationa/glutaredoxina (Draculic et al., 2000), e estaria
implicado no combate ao estresse oxidativo provocado da respira¢do celular (Pedrajas

et al., 1999).

Ambos os sistemas tiorredoxina e glutationa/glutarredoxina ajudam na
manutencdo do estado redox das células e na detoxificacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), especialmente na reducdo de perdxidos de hidrogénio a dgua, doando
elétrons a peroxidases (Schallreuter & Wood, 1986; Spector et al., 1988). Os sistemas
tiorredoxina e glutationa/glutaredoxina sdo descritos como linhas de defesa contra o
estresse oxidativo, detoxificando EROs e auxiliando no reparo de proteinas com danos

oxidativos.

Leveduras mutantes de S. cerevisiae com delecdo de apenas um dos genes TRX1
ou TRX2 ndo tiveram alteracdo no crescimento ou morfologia de suas células, mas em
leveduras com dele¢des de ambos os genes, o ciclo celular foi afetado, com a fase S
prolongada e a fase G1 diminuida, quando comparadas com leveduras nativas (Muller,
1991). O aumento na fase S indica retardo na taxa de replicacdo de DNA. Os resultados
indicaram que as tiorredoxinas sdo necessdrias para uma taxa rapida de replicacdo de
DNA. O sistema tiorredoxina garantiria assim o suprimento de equivalentes redutores

para a enzima ribonucleotideo redutase.

Além disso, mutantes com dupla delecdo para tiorredoxina tornaram-se
auxotroficas para metionina/cisteina - as leveduras mutantes para tiorredoxina eram
incapazes de sobreviver em meio contendo sulfato como Unica fonte de enxofre
metabodlico (Muller, 1991). As tiorredoxinas teriam, portanto, papel fundamental na

reducdo de PAPS redutase e metionina sulféxido redutase.

Spector et al. (1988) revelaram a partir de experimentos in vitro e em células

epiteliais da lente ocular de bezerros, que a adicdo exdgena de tiorredoxinas de E. coli
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confere papel reparador a proteinas com danos oxidativos, além de detoxificar

diretamente EROs, como o perdxido de hidrogénio.

Em experimentos semelhantes, Fernando et al. (1992) verificaram que em
células epiteliais de bovinos, as tiorredoxinas enddgenas, previamente isoladas do
figado, também atuam na regeneracdo de proteinas inativadas pela oxidacdo provocada
por peréxido de hidrogénio. Foram analisadas as atividades das enzimas gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase, glicose-6-fosfato desidrogenase e fosfoglicerato quinase - todas
contendo grupos tiol passiveis de inativacdo quando oxidadas por perdxidos. Quando
expostas ao perdxido de hidrogénio, o sistema tiorredoxina foi capaz de reduzir as

enzimas oxidadas, além de detoxificar o préprio perdxido de hidrogénio.

Embora Trx1 e Trx2 paregcam funcionar redundantemente como antioxidantes,
Trx2 aparentemente desempenha papel predominante. A dele¢dao apenas de TRX2
resultou em mutantes com extrema sensibilidade ao H,0, quando comparados as

leveduras nativas (Kuge & Jones, 1994).

O papel diferencial entre as tiorredoxinas pode ser consequéncia da regulacdo na
expressao de Trxl e de Trx2. Enquanto a sintese de Trx2 é induzida em resposta a
condicOes de estresse oxidativo, a sintese de Trx1 permanece praticamente inalterada
(Garrido & Grant, 2002). Em resposta a diferentes meios, Trx2 foi sintetizada
similarmente a proteinas que participam da resposta ao estresse oxidativo, como as
peroxirredoxinas (peroxidases) Prxl1 e Tsa2. Em contraste, a expressdao de Trx1 foi
parecida com a expressao das proteinas Vma5 e Cdc10, que funcionam em outras vias

(Gasch et al., 2000).

A expressdo dos genes TRX2 e TRR1 (que codifica a tiorredoxina redutase) é
induzida pelos fatores transcricionais Yapl e Skn7 em resposta ao H,0, (Kuge & Jones,
1994, Morgan et al., 1997). Yap1 é um ativador transcricional que regula varios genes de

resposta ao estresse oxidativo, incluindo TRX2.
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Todas estas observacdes sugerem que as tiorredoxinas sdo necessarias para a
manutencao da homeostase redox, além do combate ao estresse oxidativo; onde Trx1

atuaria principalmente no balango redox, e Trx2 como antioxidante.

Tiorredoxinas eucaridticas ja foram implicadas em varias fungdes fisioldgicas, que
incluem expressdao genética, crescimento celular e apoptose. Em mamiferos, ativa o
receptor interleucina-2, modula a atividade de ligacdo ao DNA de alguns fatores de
transcricdo, por exemplo, NF-kB, e estimula a proliferagao de linfécitos e de uma

variedade de células tumorais humanas (revisto por Pedrajas et al., 1999).

A presenca de transcritos em F. pedrosoi como provaveis homodlogos a
tiorredoxinas revela a existéncia de um mecanismo biolégico do fungo importante para
a manutencdo do balanco redox celular, além de combater o estresse oxidativo ao
ajudar na detoxificacdao de EROs. Estudos posteriores com mutantes de F. pedrosoi para
as tiorredoxinas podem confirmar as funcées homologas as tiorredoxinas das proteinas

cujos transcritos foram identificados neste trabalho.
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Tabela 6. Sequéncias de cDNA de F. pedrosoi anotadas como proteinas envolvidas no ciclo do glioxalato pela andlise de similaridade por Blastx. As

sequéncias de F. pedrosoi foram comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados “Non-redundant protein sequences” (nr) do NCBI.

Sequéncia Tamanho Anotacao Blastx Cobertura Identidade E-value
A11(3) 582 ;“);I;ngé?;;é(lgglg;z)provavel aconitase hidratase mitocondrial [Aspergillus flavus 70% 110/136 (81%) 1e-59
- XP_003065533.1: provével precursor de aconitase hidratase mitocondrial [Coccidioides o 0

A05(2) 654 (1100) posadasii C735 delta SOWgp](784aa) 73% 111/145 (77%) 1e-56
) : ) (0} (] e-

(‘lrggla);l;’. 003176169.1| 2- metilcitrato sintase [Arthroderma gypseum CBS 118893] 799% 114/148 (77%) 46-63
’ 0, 0, -

A02(4) 256 -gb|EEH22113.1] citrato sintase [Paracoccidioides brasiliensis Pb03] (469aa); 80% 110/149 (74%) 1e-59
0, 0, -

- gb|EGA76402.1] Cit3p [Saccharomyces cerevisiae Vin13] (486aa) 8% 79/147 (54%) >e-40

G02(1) 498 (900) - XP_001594153.1: malato sintase [Sclerotinia sclerotiorum 1980] (452aa) 68% 97/114 (86%) le-51

Os parametros das anadlises de similaridade por Blastx das sequéncias de F. pedrosoi (Sequéncia, Tamanho, Anotacdo, ...) sdo descritos na legenda da tabela 2.
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A sequéncia G02(1) apresentou similaridade com a proteina malato sintase de S.
sclerotiorum (XP_001594153.1), com E-value de le-51, cobertura de 68% e identidade
de 86%. A malato sintase (mls), juntamente com a enzima isocitrato liase (icl), presentes
nos glioxissomas, sdo enzimas chaves do ciclo do glioxalato. O ciclo do glioxalato é uma
via metabdlica alternativa para a biossintese de carboidratos a partir de compostos de
dois carbonos, como acetato e outros produtos da degradacdo de etanol, acidos graxos
e poli-b-hidroxibutirato (Kornberg & Krebs, 1957; Kornberg & Madsen, 1957) (Figura
19). O ciclo do glioxalato consiste em um desvio, ou modificagcdo, do ciclo do acido
citrico (TCA), pois compartilha as mesmas reacdes iniciais da geracdo de citrato e
isocitrato, mas ao invés de seguir as rea¢bes do ciclo do dacido citrico que levam a
oxidacdo completa dos compostos de carbono a CO, para geracdo de energia, desvia
para a formacao de succinato e glioxalato. Succinato e glioxalato sao gerados a partir da
clivagem de isocitrato pela enzima isocitrato liase (icl) - a primeira enzima exclusiva do
ciclo do glioxalato. A enzima malato sintase (mls) catalisa a etapa seguinte, de
condensagdo de glioxalato com acetil-CoA, gerando malato. Malato e oxaloacetato
podem ser convertidos em fosfoenolpiruvato, e este pode ser aproveitado na
gliconeogénese. O succinato gerado no inicio do ciclo do glioxalato pode ser utilizado no
ciclo do acido citrico para formar oxaloacetato. O resultado final do ciclo do glioxalato
combinado com a via de gliconeogénese garante, portanto, a sintese de glicose a partir
de compostos de dois carbonos, além de ser importante na reposicdo de compostos

intermediarios do ciclo do acido citrico, para geracdo de energia.

O ciclo do glioxalato esta presente em varios organismos, sendo relatado em
arqueas, bactérias, protistas, plantas, fungos e nematdides. Kondrashov et al., (2006)
em estudos gendmicos comparativos revelou que em nematdides, os genes de isocitrato
liase (ICL) e malato sintase (MS) sdo fusionados em um Unico gene bifuncional. O
mesmo grupo descobriu que em mamiferos placentarios, o gene MS é um pseudogene e
o gene ICL estd ausente. O grupo de pesquisadores sugere que os genes do ciclo do
glioxalato apresentam uma variedade de eventos evolucionarios, como transferéncia
genética horizontal de bactérias para animais. A transferéncia genética horizontal entre
bactérias e animais remete a teoria endossimbidtica que prop&e o surgimento da célula
eucaridtica a partir da associacdo entre bactérias endossimbidticas. A

endossimbiogénese implica que os eucariotos, constituidos de mitocondrias ou
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cloroplastos, seriam quimeras; formados pela combina¢do de diversos genomas de

procariotos (Blanchard & Lynch, 2000).
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Figura 19. Reac¢bes enzimaticas do ciclo do glioxalato e do ciclo do acido citrico (TCA).
Abreviagdes: CS - citrato sintase; ACN - aconitase; IDH - isocitrato desidrogenase; ODH -
2-oxoglutarato desidrogenase; SCS - succinil-CoA sintase; SDH - succinato
desidrogenase; FUM - fumarase; MDH - malato desidrogenase; MS - malato sintase; ICL -
isocitrato liase. Os circulos em vermelho apontam as proteinas citrato sintase, malato
sintase e aconitase cujos transcritos foram identificados em F. pedrosoi (Adaptado de
Dunn et al., 2009).

Estudos de regulacdo genética do ciclo do glioxalato revelaram que os genes de
isocitrato liase (icl) e malato sintase (mls) sdo fatores essenciais para o crescimento de
plantas e na patogenecidade de bactérias e fungos de plantas, animais, e humanos
(Lorenz & Fink, 2002; Vereecke et al., 2002a, b). Na infeccdo por M. tuberculosis, S.
cerevisiae, C. albicans, C. neoformans e por R. fascians, a sintese de isocitrato liase e
malato sintase favorece a partir de compostos simples de carbono a formacdo de
polissacarideos complexos, tais como celulose, glucanas e quitina — componentes

fundamentais para sobrevivéncia e disseminacdo do patogeno dentro do hospedeiro.
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Em Magnaporthe grisea, fungo patogénico de plantas que causa a doenca chamada
brusone em cereais, como arroz, trigo, centeio e cevada, a expressao de isocitrato liase
(icl) é vantajosa para o fungo durante a infec¢do. M. grisea, capaz de reproduzir-se
sexuada e assexuadamente, produz estruturas infecciosas especificas chamadas de
apressorios. Os apressorios fixam-se na cuticula da planta, originando hifas; as hifas
penetram na planta e disseminam-se rapidamente dentro do hospedeiro. Na infeccdo,
isocitrato liase (icl) é expressa significativamente em conidios, apressodrios, micélio e
hifas do fungo. Foi observado que a dele¢dao do gene ICL1 de M. grisea resultou na
reducdo da formacdo de apressorios, na conidiogénese e na penetracdo da cuticula da
planta, e consequentemente na diminuicdo de lesdes nas folhas de arroz e cevada
(Thines et al., 2000). Mas o bloqueio de isocitrato liase ndo impediu completamente os
esporos de germinar e de serem patogénicos; cerca de 30% dos esporos germinaram
apos 2h da infeccdo e eram patogénicos. Thienes et al. (2000) demonstraram em
estudos anteriores que a germinagdao e crescimento desses mutantes ndo sao
completamente dependentes do catabolismo de lipidios e do ciclo do glioxalato;
glicogénio pode ser a fonte de carbono armazenada que é catabolizada durante a
germinacdo. Ainda assim, a expressao de isocitrato liase em M. grisea caracteriza-se

como fator de viruléncia (Rauyaree et al., 2001; Wang et al., 2003).

No fungo fitopatogénico S. nodorum, Solomon et al. (2004) caracterizaram e
clonaram um gene que codifica malato sintase. Estudos da expressao do gene Misl
revelaram altos niveis de transcritos em esporos ndo germinados, mas baixa atividade
das enzimas malato sintase. Os estudos também revelaram que os niveis de transcritos
de Mls1 diminuiram cerca de 10 vezes na germina¢do, mas houve um aumento lento da
transcricdo no restante da infeccdo. Solomon et al. (2004) interromperam o gene Mlsl
em S. nodorum por recombinacdo homdloga, e na auséncia de qualquer fonte externa
de carbono suplementada durante a infeccdo, os esporos mutantes de misl eram
incapazes de germinar. A germinacdo e patogenése era restaurada pela adicdo de
glicose ou sacarose; indicando que S. nodorum é dependente do catabolismo de lipidios
e da ativacdo do ciclo do glioxalato para a infeccdo. Além disso, a analise de corpos
lipidicos na linhagem mutante indicou a mobilizacdo de lipidios; e a B-oxidacdo
peroxissomal dos acidos graxos era retardada ou inibida pela interrupcao do ciclo do

glioxilato. Este estudo demonstrou no fungo fitopatdégeno a necessidade de malato
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sintase para patogénese, sugerindo que a gliconeogénese é dependente do ciclo do
glioxilato e necessdria para a infeccdo. Durante as etapas iniciais da infeccdo, incluindo a
germinacdo, o fungo depende do catabolismo de lipidios e da ativagdao do ciclo do
glioxalato para a partir de fontes internas de carbono, armazenadas na forma de
lipidios, sintetizar residuos hexose para a biossintese de nucleotideos, parede celular e

aminoacidos.

Em P. brasiliensis, fungo patogénico de humanos que causa a
paracoccidiodomicose, o trabalho de Derengowski et al. (2008) revelou por andlises de
RT-PCR aumento nos niveis transcricionais dos genes ICL e MS do fungo em cultivo sem
fontes complexas de carbono. Em meio de glicose, a expressdo de ambos os genes
permanecia em nivel basal. No modelo de infec¢do do trabalho, em co-cultura com
células peritoniais de camundongos, as células leveduriformes apds a fagocitose por
macréfagos murinos apresentavam aumento significativo na expressdo dos genes ICL e
MS. O aumento das enzimas do ciclo do glioxalato sugere um possivel mecanismo de
adaptacdo do fungo em resposta ao ambiente interno do fagossomo, pobre em fontes
complexas de carbonos, que permitiria a sintese de carboidratos a partir de compostos

de dois carbonos.

J4 foram relatados trabalhos semelhantes caracterizando o ciclo do glioxalato
nos fungos patogénicos de humanos Candida albicans (Lorenz et al., 2004) e Penicillium
marneffei (Thirach et al., 2008), e na bactéria Mycobacterium tuberculosis (Dubnau et
al., 2002; Graham & Clark-Curtiss, 1999). Esses patégenos durante a infeccdo
apresentaram aumento da expressdo de ICL em resposta a fagocitose por macréfagos.
Todos esses trabalhos reforcam a relevancia do ciclo do glioxalato na virulénica de

fungos e bactérias em plantas, animais e humanos.

Como o ciclo do glioxalato é importante para varios patégenos, especialmente
em fungos, as enzimas isocitrato liase (icl) e malato sintase (mls) sdo alvos promissores
para drogas inibidoras especificas. A interrupcao na expressao dos genes que codificam
icl ou mls ou a inativacdo das enzimas bloquearia o ciclo do glioxalato, e

consequentemente diminuiria drasticamente a patogénese desses organismos.
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Até o presente momento ainda n3do existem estudos de expressdo génica dos
genes de isocitrato liase e malato sintase em F. pedrosoi. Esses estudos irdo permitir
avaliar a importancia do ciclo do glioxalato para o fungo durante a infec¢do. O sucesso
da infecgdo/disseminacdo de F. pedrosoi dentro do hospedeiro depende da ativacdo do
ciclo do glioxalato? Ou o fungo é capaz de utilizar outras vias metabdlicas para a sintese
dos carboidratos complexos independentemente da ativacdo do ciclo do glioxalato? Os
trabalhos de expressdo dos genes do ciclo do glioxalato poderdo responder essas

perguntas.
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Tabela 7. Sequéncias de cDNA de F. pedrosoi anotadas como proteinas de choque térmico pela analise de similaridade por Blastx. As sequéncias de F.
pedrosoi foram comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados “Non-redundant protein sequences” (nr) do NCBI.

Sequéncia Tamanho Anotacao Blastx Cobertura Identidade E-value
- EER43185.1: chaperona molecular HSC82 dependente de ATP [Ajellomyces capsulatus 93% 103/216 (48%) 96.37
DO6(3) 622 H143] (2445aa); y 216 (46 ,
- EEH11149.1: proteina de choque térmico [Ajellomyces capsulatus G186AR] (1482aa) 93% 99/216 (46%) e-36
Contig8: D07(2), - XP_002479130.1: provével proteina de choque térmico Hsp98/Hsp104/ClpA
461 - . 65% 68/100 (68% 2e-24
D10(3) [Talaromyces stipitatus ATCC 10500] (921aa) 0 /100 (68%) €
HO5(1) 124 (1600) ig(nga(;(;1591945.1: proteina de choque térmico Hsp90 [Sclerotinia sclerotiorum 1980] 99% 39/41 (96%) 2613
A03(2) 448 (1600) i7EOFZV;/;)5342.1: proteina de choque térmico Hsp90 [Coccidioides posadasii str. Silveira] 91% 136/148 (92%) 8e-61
B10(2) 361 (300) ié(GPla(l(;126O483.1: proteina de choque térmico Hsp70 [Neosartorya fischeri NRRL 181] 40% 40/49 (82%) le-14
G03(3) 438 - AAQ83701.2: proteina de choque térmico Hsp70 [Trichophyton verrucosum] (654aa) 36% 48/53 (91%) 5e-21
- gb|EFW20386.1| proteina de choque térmico Hsp30 [Coccidioides posadasii str.
Silveira] (202aa) 58% Le26
ig10: , P . . ° 78/1 409 €-
Dogo:“gog 5 5 - ref|XP_750539.1| proteina de choque térmico Hsp30 [Aspergillus fumigatus Af293] % 8/195 (40%)
(4), BO3(5), 99 (193aa) 53% 73/179 (41%) 3e-23
03(5) 57% 75/200 (38%) 26-19

-ref|XP_963774.1]| proteina de choque térmico Hsp30 [Neurospora crassa OR74A]
(228aa)

Os parametros das analises de similaridade por Blastx das sequéncias de F. pedrosoi (Sequéncia, Tamanho, Anotacao, ...) sdo descritos na legenda da tabela 2.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/240279680?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=MZUETRUF014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/225562870?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=MZUETRUF014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242777917?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=P4Y1YJXU016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/156051968?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=MRYV7JMT015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/320033394?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MS2E6YD9015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/119480909?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=MS3NZ51H015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/42477037?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=N00DB4EM01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/320038450?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=VBTJR57701S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/70991381?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=23&RID=Z346XK5C011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/85111102?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=53&RID=Z346XK5C011

As proteinas de choque térmico (ou proteinas de estresse) sdo altamente
conservadas e ubiquas, sendo encontradas em todos os organismos eucariotos e
procariotos estudados, desde bactérias a humanos. Elas sdo classificadas em familias,
baseando-se no peso molecular aproximado de cada molécula e na homologia entre as
sequéncias. Por exemplo, se uma Hsp tiver 30 kDa, sua familia serd a Hsp30. As

principais familias descritas sdo: Hsp110, Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp30 e Hsp10.

A partir da construcdo da biblioteca de cDNA de F. pedrosoi foram identificados
transcritos do fungo que codificam, pela analise de similaridade, proteinas de choque

térmico das familias Hsp100, Hsp90, Hsp70 e Hsp30 (Tabela 7).

A sequéncia D06(3) de F. pedrosoi, de 622 nucleotideos, apresentou similaridade

com a chaperona molecular HSC82 dependente de ATP, de A. capsulatus (EER43185.1).

A singlet HO5(1), de 124 nucleotideos, apresentou similaridade com a proteina

de choque térmico Hsp90 de S. sclerotiorum (XP_001591945.1).

A singlet A03(2), de 448 nucleotideos, pela analise por Blastx foi anotada como a
proteina de choque térmico Hsp90; com similaridade a Hsp90 de C. posadasii

(EFW15342.1).

A sequéncia B10(2) de F. pedrosoi, de 361 nucleotideos, apresentou similaridade

com a proteina de choque térmico Hsp70 de N. fischeri (XP_001260483.1).

A sequéncia G03(3), de 438 nucleotideos, foi anotada como a proteina de

choque térmico de 70 kDa; com similaridade a Hsp70 de T. verrucosum (AAQ83701.2).

A contig8 de F. pedrosoi foi anotada pela andlise de similaridade por Blastx,

como a proteina putativa de choque térmico da familia Hsp98/Hsp104/ClpA.

A contig10, das sequéncias D07(4), BO3(5) e C03(5), de 992 nucleotideos, pela
analise por Blastx foi anotada como proteina de choque térmico Hsp30, com

similaridade a Hsp30 de C. posadasii (gb | EFW20386.1]).
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As proteinas de choque térmico (Heat schock proteins ou Hsp) foram
descobertas a partir de experimentos com larvas de Drosophila melanogaster expostas a
altas temperaturas. Ritossa et al. (1962) verificaram que, em glandulas salivares de
larvas da mosca, a expressao de alguns genes de cromossomos politénicos era induzida
por choque térmico. Somente em 1974 os produtos génicos destes genes induzidos pelo
calor foram identificados, e essas proteinas foram denominadas “proteinas de choque
térmico” (Tissiéres et al., 1974). Trabalhos subsequentes revelaram que a sintese das
proteinas de choque térmico também era induzida por estresse oxidativo, estresse
nutricional, radiacdo UV, exposicdo a substancias quimicas (etanol, por exemplo), e
infeccGes por bactérias e fungos patogénicos (revisto por Pockley, 2001). Por esse
motivo, as proteinas de choque térmico também s3do chamadas de “proteinas de

resposta ao estresse

4 (ll

stress proteins”).

A primeira funcdo atribuida as proteinas de choque térmico foi a de proporcionar
termotolerancia ao organismo. Em 1985, Elizabeth Craig e Kurt Jacobsen realizaram
mutacgdes sitio-dirigidas nos genes YG101, YG103; YG100 e YG102 que codificavam a
proteina de choque térmico Hsp70 de S. cerevisiae. Os pesquisadores verificaram que
leveduras mutantes nos genes YG101 e YG103 tornaram-se sensiveis ao frio - cresciam
bem a 37°C, mas ndo a 23°C. Leveduras com mutacdes nos genes YG100 e YG102, ao
contrario, eram sensiveis ao calor — cresciam bem a 23°C, mas ndao a 37°C. Os
pesquisadores sugeriram que os genes YG101 e YG103 estariam envolvidos na
tolerancia a temperaturas baixas, enquanto os genes YG100 e YG102 propiciariam

tolerancia as leveduras a temperaturas mais altas.

Apesar de muitas proteinas de choque térmico serem induzidas por estresse,
muitas sdao expressas de modo constitutivo em células crescidas sob condicdes
fisiolégicas normais (Morimoto et al., 1990). A expressdo constitutiva de proteinas de

choque térmico revelou novas e importantes funcdes bioldgicas.

Em 1991, Ellis e Van der Vies estenderam o conceito de chaperonas moleculares
criado por Laskey et al. (1978), definindo uma classe muito maior de proteinas,

incluindo as proteinas de choque térmico, cuja funcdo seria a de permitir o dobramento
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correto de outras proteinas. Embora Anfinsen (1973), por meio de experimentos in
vitro, afirmasse que o processo de enovelamento de uma proteina é um processo
espontaneo dirigido pela sequéncia linear de aminodcidos da cadeia polipeptidica,
Hemmingsen et al. (1988) em experimentos in vivo observaram que o dobramento
correto de uma proteina depende da participagdo de moléculas acessorias, as chamadas
chaperonas. Ellis e Van der Vies (1991) descobriram que algumas proteinas de choque

térmico - nem todas as Hsp - também atuam como chaperonas.

As chaperonas garantem o dobramento correto (dobramento nativo) de outras
proteinas, pois diminuem a probabilidade de ocorrer interagGes incorretas que levariam
a conformacodes incorretas das proteinas. Proteinas com dobramentos incorretos sdo
proteinas inativas, incapazes de exercer a funcdo padrdo caso estivessem em seus
dobramentos nativos. A sequéncia D06(3) de F. pedrosoi que apresentou similaridade
com a chaperona molecular HSC82 dependente de ATP, de A. capsulatus, poderia por

homologia auxiliar no dobramento correto de outras proteinas de F. pedrosoi.

Dobramentos incorretos de proteinas podem permitir interagdes novas e
danosas entre diversas proteinas, originando aglomerados protéicos ndo funcionais. Se
o aglomerado for muito grande, proteinas que atuam na degradacao de proteinas nao
funcionais podem ser incapazes de desfazer o aglomerado, e, se o aglomerado

aumentar ainda mais de tamanho, pode ocorrer morte celular.

Parsell et al. (1994) relataram que a proteina de choque térmico Hsp104 de S.
cerevisiae, homdloga a ClpA de E. coli, confere as leveduras tolerdncia ao estresse
térmico, auxiliando na protedlise de proteinas desnaturadas pelo calor. As Hsp104,
assim como as Hsp70, atuariam como chaperonas. O grupo de pesquisadores descobriu
gue a Hspl04 medeia a ressolubilizacdo da proteina inativada a partir de agregados
inssolliveis. A contig8 de F. pedrosoi, anotada como uma proteina putativa de choque
térmico da familia Hsp98/Hsp104/ClpA de T. stipitatus, poderia conferir ao fungo a

ressolubilizacdo de proteinas desnaturadas pelo estresse térmico.

As chaperonas e as proteinas de choque térmico atuam a partir do

reconhecimento de caracteristicas estruturais das superficies de outras proteinas que
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estdo acessiveis durante o processo de montagem, ou que aparecem como resultado de
estresse (como calor) em uma estrutura ja montada da proteina - nesse caso, as
chaperonas usam energia da hidrélise de ATP para desnovelar proteinas, possibilitando
o enovelamento correto. Desse modo, as chaperonas, a partir de interacdes especificas,
medeiam a montagem, estabilizacdo e dobramento de proteinas, e, em alguns casos, a
oligomerizacdo e translocacdo de proteinas poliméricas, sem que sejam componentes

finais das estruturas dessas outras proteinas (Gatenby & Ellis, 1990).

Algumas das proteinas de choque térmico em condigdes de estresse também
estariam associadas a ubiquitina e ao proteassoma, mediando a degradacdo de
proteinas danificadas. Pratt e Toft (2003) observaram que as Hsp90 e Hsp70 interagem
com a proteina CHIP, uma ligase E3 ubiquitinada — que faz a ubiquitinacdo de cadeias
polipeptidicas de proteinas alvo para degradacdo via proteassoma. As singlets HO5(1) e
A03(2) de F. pedrosoi foram anotadas como proteinas de choque térmico Hsp90,
enquanto as sequéncias B10(2) e G03(3) apresentaram similaridade com a proteina de
choque térmico Hsp70. F. pedrosoi teria assim o auxilio de Hsp70 e Hsp90 para degradar
proteinas inativadas, e prevenir, portanto, a formacao de agregados protéicos nao-
funcionais. Em A. fumigatus, as Hsp70 e Hsp90 também sdo descritas como proteinas
alergénicas, comparando-se as sequéncias com alérgenos descritos na literatura

(Bowyer & Denning, 2007).

A contig10 de F. pedrosoi pela analise por Blastx foi anotada inicialmente como
proteina de choque térmico Hsp30, baseado em sua similaridade com uma Hsp30 de A.
fumigatus, com 53% cobertura, 41% identidade e E-value igual a 3e-23. A. fumigatus é o
agente etiolégico mais comum da aspergilose invasiva (IA) em pacientes
imunocomprometidos. Acredita-se que a patogénese de A. fumigatus esteja, dentre
outros fatores, ligada a capacidade do fungo tolerar temperaturas altas, como a

encontrada em hospedeiros humanos com febre (Albrecht et al., 2010).

A contig10 também obteve similaridade com outra Hsp30, desta vez com a de N.
crassa (ref|XP_963774.1). Plesofsky et al. (1999) revelaram que a interrupc¢do do gene

qgue codifica Hsp30 de Neurospora crassa causava defeitos na importacdao de proteinas
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para a mitocondria. Hsp30 de Neurospora crassa estaria envolvida, portanto, no

transporte de proteinas para a mitocondria.

Oglesbee et al. (2002) observaram a intera¢do de Hsp murinos com proteinas do
virus sarampo. As Hsp fortaleceram o desenvolvimento das respostas imune e
adaptativa do hospedeiro contra o agente infeccioso. Em células infectadas com o virus,
as Hsp eram expressas unicamente na superficie celular, onde eram alvo de linfécitos
efetores. A necrose de células infectadas provocou a liberagdo de complexos de
Hsp/proteinas virais, que foram reconhecidas pelas células apresentadoras de antigenos
(APCs). O reconhecimento de APCs estimulou a maturagao de novas células efetoras e a
liberacdo de citocinas proinflamatdrias, que tiveram efeitos adujvantes na resposta
imune adaptativa. Hsp participou de uma via alternativa da apresentacdo de antigeno
imprescendivel para a exposicao prévia do patdgeno a linfdcitos T citotéxicos antes de
uma infeccdo primadria do virus no cérebro. Partindo dessa idéia, o mesmo grupo de
pesquisadores induziu choque térmico em camundongos com infeccdo persistente ao
sarampo para estimular os niveis de Hsp no cérebro. Foi observado que Hsp participa na
promocdo de células efetoras para eliminagdo das particulas virais do sarampo no
cérebro. Estas descobertas evidenciam a funcdo de Hsp na imunidade contra o virus do
sarampo, sugerindo novos modelos tanto de intervengdes terapéuticas como de

medidas preventivas.

Vanittanakom et al. (2009) isolaram e expressaram um cDNA que codifica uma
Hsp30 de Penicillium marneffei - fungo dimérfico que causa micose sistémica,
principalmente em pacientes imunocomprometidos. O grupo de pesquisadores analisou
a expressdo do gene HSP30 de P. marneffei em resposta ao aumento de temperatura.
Foram detectados altos niveis dos transcritos de Hsp30 nas células leveduriformes
crescidas a 37°C, enquanto foram baixos ou indetectaveis os niveis dos transcritos de
Hsp30 em células miceliais a 25°C. A sintese de Hsp30 em resposta ao aumento de
temperatura pode indicar um papel protetor da proteina ao estresse térmico, auxiliando
na adaptacao celular. Uma Hsp30 recombinante foi produzida e sua imunoreatividade
foi testada contra soros de pacientes com AIDS infectados com P. marneffei. Resultados

positivos de imunoblot contra algumas amostras de soros dos pacientes atestou o
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carater antigénico de Hsp30 de P. marneffei — indicando portanto, a capacidade de

Hsp30 de P. marneffei provocar uma resposta imune em humanos.

Recentemente, Hsp de humanos, como Hsp60, Hsp70 e Hsp90 foram relatadas
como importantes na ativacao de linfocitos e macréfagos, e na ativagao e maturagdo de
células dendriticas (APCs) (Li et al., 2002; Wallin et al., 2002). Assim, as Hsps
participariam ativamente entre os sistemas imune e adaptativo (Srivastava, 2002) e sua
presenga na circulagdo poderia indicar sinal de perigo ao sistema imune (Chen et al.,

1999; Kol et al., 2000, Williams et al., 2008).

O papel imumodulador das proteinas de choque térmico poderia advir
indiretamente da capacidade de atuarem como chaperonas - interagindo e
transportando peptideos variados. As Hsp, do tipo chaperonas, possuem dominios de
ligacdo a peptideos, que podem interagir com residuos hidrofébicos expostos de
substratos protéicos. As Hsp60, Hsp70 e Hsp90 poderiam apresentar antigenos pela
apresentacdo cruzada com peptideos imunogénicos a moléculas MHC-I. Além de
proteinas com residuos hidrofébicos, as Hsp ligam-se a moléculas ndo proteicas com
residuos hidrofdbicos expostos, incluindo lipidios baseados em ligantes de TLR (receptor
do tipo Toll), como LPS (lipolissacarideos, exemplo de ligante de TLR4) e lipoproteinas

(ligante TLR2) (Calderwood et al., 2007).

Consequentemente, Hsp podem-se ligar com moléculas associadas a patégenos,
com residuos hidrofébicos expostos, como LPS, lipoproteinas e flagelinas. Essas
moléculas patogéncias seriam responsdveis por provocar in vitro a liberacdo de
citocinas, ja que as Hsp, quando altamente purificadas, ndo provocaram a liberagao de

citocinas (Tsan & Gao, 2009).

A Hsp65, derivada de Mycobacterium leprae, € um importante imunomodulador.
A Hsp65 foi testada na forma de vacinas de DNA (DNA-Hsp65) e foi capaz de conferir
protecdo aos animais infectados com Mycobacterium tuberculosis, Leishmania major
entre outros (Lowrie et al., 1999; Coelho et al., 2006; de Paula et al., 2007). Ribeiro et al.
(2010) testou com sucesso uma vacina de DNA-Hsp65 no tratamento de

paracoccidioidomicose (PCM) experimental.
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Isaque Siqueira, orientado pelo grupo da Dr.* Anamélia Bocca, em sua
dissertacdo de mestrado, relatou o teste de uma vacina de DNA combinada com a
Hsp65 de M. leprae (DNA-Hsp65) em um modelo murino para cromoblastomicose
(CBM), com caracteristicas semelhantes a CBM humana. A vacina de DNA-Hsp65
administrada por via intralesional, semelhantemente ao tratamento por itraconazol e
anfotericina B (intervalos de 3 em 3 dias), foi eficiente no tratamento da CBM
experimental, sugerindo uma alternativa de tratamento no combate a doenga em
humanos. A associacdo de quimioterdpicos com a vacina de DNA-Hsp65 foi promissora
no tratamento da CBM, diminuindo o tempo de tratamento da doenga, e

consequentemente os efeitos toxicos inerentes da terapia.

Estudos futuros poderdo avaliar a capacidade de imunomodulagao de proteinas
de choque térmico de F. pedrosoi. Alguma dessas Hsps com atividade chaperonitica
associada a um adjuvante, LPS de E. coli por exemplo, poderiam incitar o sistema imune
a reconhecer PAMPs (padrées moleculares associados a patdgenos), e modular uma
resposta imune especifica no contexto de uma infecgdo. A construcdo e o teste de uma
possivel vacina de DNA-Hsp de F. pedrosoi em modelo murino com cromoblastomicose
bem estabelecida pode revelar um tratamento alternativo e mais eficiente e sem a

associacao de quimioterapicos com efeitos colaterais severos ao paciente.
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Tabela 8. Sequéncias de cDNA de F. pedrosoi anotadas como proteinas do metabolismo de carboidratos pela andlise de similaridade por Blastx. As

sequéncias de F. pedrosoi foram comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados “Non-redundant protein sequences” (nr) do NCBI.

Sequéncia Tamanho Anotagao Blastx Cobertura Identidade E-value
HO3(1) 506 ié(SPSaOa(;1936464.1: acetoacetyl-CoA sintase [Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP] 529% 62/88 (71%) 1e-29
FO1(3) 675 - EFV86858.1: tartrato desidrogenase [Achromobacter xylosoxidans C54] (358aa) 44% 96/99 (97%) le-51
A10(3) 520 if;g:;Z%OZl.l: succinato semialdeido desidrogenase [Burkholderia sp. CCGE1001] 96% 134/168 (80%) 6e-67
HO4(1) 585 (1300) - XP_001552341.1: frutose-1,6-bifosfato [Botryotinia fuckeliana B05.10] (343aa) 85% 138/166 (84%) 3e-76
HO7(3) 400 - XP_002582722.1: piruvato descarboxilase [Uncinocarpus reesii 1704] (594aa) 97% 87/130 (67%) 3e-45

Contig13: gb|EER44445.1] gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase [Ajellomyces capsulatus H143]

A03(4), B12(4), 1141 (2112a) & & Jefiomyces cap 53% 125/154 (81%%) le-74
D08(4), H10(4)
- ref| XP_002148301.1] dihidrolipoamido desidrogenase [Penicillium marneffei ATCC 66% 102/121 (84%) 6e-49
DO6(5) >46 18224] (51022) 65% 87/119 (73%) 7e-39
-ref[NP_116635.1]| Lpd1p [Saccharomyces cerevisiae S288c] (499aa) ? ? &
F02(3) 637 - XP_002793894.1: transaldolase [Paracoccidioides brasiliensis Pb01] (324aa) 90% 165/194 (86%) 2e-83
E03(2) 543 )—A‘%: provavel subunidade da ATP citrato liase (Acl) [Aspergillus fumigatus 99% 143/180 (80%) 20-81
Contigl4: ‘ . . o 9
F10(3) G12(3) 396 - XP_001270284.1: provavel fumarato hidratase [Aspergillus clavatus NRRL 1](543aa) 77% 83/102 (82%) 5e-37
Contig15: - ref| XP_002543340.1]| inositolfosforilceramida-B C-26 hidroxilase [Uncinocarpus reesii
E07(3), BO1(4), 1130 1708] (3723a) ' P 40% 96/153 (63%) 7e-48
FO3(4)
-ref|XP_002146289.1| provavel enzima ramificadora de glicogénio GbeA [Penicillium o o
HO7(4) 789 marneffei ATCC 18224] (6853a) 57% 66/118 (56%) 7e-42
A11(4) 763 &;;2;31&%25;9464.“ provavel vanilina desidrogenase [Penicillium marneffei ATCC 59% 95/151 (63%) 26-50
HO5(3) 489 - XP_003054123.1: hidrolase glicosidica da familia 13 [Nectria haematococca] (571aa) 69% 47/113 (42%) le-14

Os parametros das analises de similaridade por Blastx das sequéncias de F. pedrosoi (Sequéncia, Tamanho, Anotacao, ...) sdo descritos na legenda da tabela 2.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189200254?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MRYATVUU011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/317406695?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MZZUWFUK015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/282886437?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MZSK77BJ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/154303870?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MRYDSYK7011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/258563954?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=N018TGTM011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/240280942?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=XZUP5FDE01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/212536290?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TWN59R7D015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/14318501?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=76&RID=TWN59R7D015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/295666688?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MZZYKA0B015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/70992211?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=MS64V715015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/121704040?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=P5E2040G014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/258578317?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=Y6YPEW1K014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/212532265?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TZT3WRU601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/212538617?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TZVSATKJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302925576?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=N015XNPN01S

A Tabela 8 evidencia a anotacdo de transcritos de F. pedrosoi em proteinas envolvidas no
metabolismo de carboidratos. Estudos da expressdo de compostos de acglcar de F. pedrosoi
podem revelar a importancia dos agucares na sobrevivéncia do fungo durante a infeccdo ao
hospedeiro. A adaptacdo ao ambiente pobre em nutrientes dos fagossomos exige que o fungo,
para ser capaz de sobreviver e replicar-se dentro do hospedeiro, utilize estratégias bioquimicas

alternativas e adaptaveis.

Tavares et al. (2007), em estudos de expressao génica de P. lutzii fagocitados por
macrofagos murinos peritoniais, revelaram que, apds a internalizacdo, os niveis de transcritos que
codificam para proteinas relacionadas a glicélise eram reduzidos. A redug¢do dos transcritos de
glicélise pode ser explicada pela caréncia de glicose nos fagossosmos. J& em condicGes que
mimetizavam a via hematoldgica da disseminac¢do do patdgeno, ndo havia a repressao de genes da

via glicolitica pelo fungo, pois o ambiente era rico em glicose.

Barbosa et al. (2006) revelaram em P. brasiliensis que a GAPDH, além de participar da via
de glicdlise do fungo, estd associada a parede celular do fungo, e tem afinidade por laminina,
fibronectina e coldgeno do tipo I. Os experimentos de infec¢do in vitro mostraram a participac¢ao
de GAPDH nos processos de adesdo e internalizacdo do fungo por pneumdcitos humanos. A
dissertacdo de mestrado de Adriane Alves de Oliveira revelou, na intera¢do de P. brasiliensis e P.
lutzii com pneumdcitos humanos, que GAPDH recebeu modulacdo positiva apds 72 h de infecgdo,
indicando, que a proteina provavelmente desempenha papel importante na

paracoccidioidemicose (PCM).

A contig13 de F. pedrosoi foi anotada pela analise por Blastx como a proteina gliceraldeido-
3-fosfato (GAPDH). Estudos da expressdo de GAPDH em F. pedrosoi podem revelar papel
homoélogo da proteina a GAPDH de P. lutzii e de P. brasiliensis. A GAPDH de F. pedrosoi estaria,
portanto, envolvida nos eventos de adesdo e internalizacio do fungo durante a

cromoblastomicose.
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Tabela 9. Sequéncias de cDNA de F. pedrosoi anotadas como outras enzimas pela analise de similaridade por Blastx. As sequéncias de F. pedrosoi foram
comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados “Non-redundant protein sequences” (nr) do NCBI.

Sequéncia Tamanho Anotacao Blastx Cobertura Identidade E-value
Contig19: s il)(gPla(i(;1559584.1: peptidil-prolil cis-trans isomerase [Botryotinia fuckeliana B05.10] 94% 127/146 (87%) 5061
0, 0, -
G05(2), H12(2) -ref[NP_010439.1]| Cprlp [Saccharomyces cerevisiae S288c] (162aa) % 105/141 (74%) le-47
- XP 2848343.1: i i DHHC [Arth B

E04(3) 528 1134;)8] :3488;:’) proteina de membrana dedo de zinco C [Arthroderma otae CBS 709% 70/131 (54%) 46-32
A02(5) 864 Le;L)EPlsol(;l(iz(;Z;S.ll provavel dominio da proteina dedo de zinco [Neosartorya fischeri 62% 60/115 (52%) 60.45
A02(2) 220 - XP_001932192.1: fosfoquetolase [Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP] (822aa) 99% 70/73 (96%) 5e-36
E11(3) 588 - XP_003196833.1: provavel fosfoquetolase [Cryptococcus gattii WM276] (842aa) 48% 54/96 (57%) 9e-24
B11(3) 573 - EEQ91766.1: fosfatidil sintase [Ajellomyces dermatitidis ER-3] (438aa) 97% 137/187 (74%) le-77
B04(2) 535 - XP_002486627.1: fosfatidil sintase [Talaromyces stipitatus ATCC 10500] (459aa) 94% 127/177 (72%) le-61
D10(2) 256 - EFW16149.1: subunidade da endonuclease de tRNA SEN2 [Coccidioides posadasii str. 60% 33/52 (64%) 2613

Silveira] (473aa)

Os parametros das anadlises de similaridade por Blastx das sequéncias de F. pedrosoi (Sequéncia, Tamanho, Anotacdo, ...) sdo descritos na legenda da tabela 2.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/154320536?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MXWUSFYS011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6320359?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=99&RID=W5ANV2SS01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/296816012?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=MZZAYVTW01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/119481895?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TWGAG7P001N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/189191706?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=MS22HFSK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321264231?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MZZPYSV801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/239614779?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=MZTHAUW4011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242815729?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MS3GP97D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/320034204?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MS5WTG8P01N

A contigl9 (Tabela 9) foi anotada como a proteina peptidil-prolil cis-trans
isomerase, com similaridade com a peptidil de Botryotinia fuckeliana
(XP_001559584.1), com 94% de cobertura, 87% de identidade e E-value igual a 5e-61.
A mesma contig apresentou similaridade com a proteina Crplp de S. cerevisiae
(ref|[NP_010439.1|), com 91% de cobertura, 74% de identidade e E-value igual a le-
47. A Crpl corresponde a proteina ciclofilina A peptidil-prolil isomerase. A Crplp é

altamente conservada desde eubactérias a mamiferos (Ansari et al., 2002).

Ansari et al. (2002) selecionaram linhagens mutantes dependentes de Cprlp. O
grupo de pesquisadores revelou que todas as linhagens dependentes de Cprlp
possuiam mutacOes para o gene ZPR1 que codifica uma proteina dedo de zinco
essencial. A dependéncia a Cprlp era suprimida quando havia a superexpressdao do
fator traducional EFla (que se liga a proteina dedo de zinco Zprl), de Cpr6p (ciclofilina
6, uma outra ciclofilina) ou de peptidil-prolil isomerase independente de Fprlp. A
supressao de ciclofilinas A em mutantes revelou a dependéncia das leveduras da
atividade de peptidil-prolil isomerase de Crplp. Estudos cinéticos de transportadores
indicaram que a exportacdo ao nucleo de Zprlp era deficiente em mutantes para
Cprlp, e a correcao dessa deficiéncia estava correlacionada com a atividade de
peptidil-prolil isomerase. Os resultados do grupo demonstraram, assim, intera¢des
funcionais entre Cprlp, Zprlp e EFla, onde Cprlp atuaria na exportacdo de Zprlp ao

nucleo pela atividade de peptidil-prolil isomerase.

A presenca de um transcrito de F. pedrosoi que possivelmente codifica uma
peptidil-prolil isomerase sugere a existéncia de uma proteina de zinco essencial que
precisa ser exportada ao nucleo, além de necessitar da isomerizacdo cis trans na

ligacdo peptidil-prolil.

Pelas andlises por Blastx, as sequéncias E04(3) e AO02(5) de F. pedrosoi
apresentaram similaridade com proteinas contendo dominios de dedos de zinco.
E04(3) foi similar a uma proteina dedo de zinco de membrana DHHC de Arthroderma
otge. E A02(5) foi anotada como um dominio protéico dedo de zinco C2H2. Seria
interessante verificar a possivel interacdo da peptidil-prolil cis-trans isomerase com

estas proteinas dedos de zinco, e os efeitos biolégicos provocados em F. pedrosoi.
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7. PRINCIPAIS RESULTADOS E CONCLUSOES

A caracterizacdo do transcritoma parcial de F. pedrosoi, cultivado em meio
Sabouraud liquido por 14 dias a 30°C e a 160 rpm, revelou a sintese de uma grande
diversidade de transcritos, destacando-se pela andlise de similaridade por Blastx,
genes de proteinas transportadoras; de choque térmico; da respira¢do celular; do ciclo
do glioxalato e de proteinas estruturais. A sintese desses transcritos revela possiveis
mecanismos desenvolvidos por F. pedrosoi em resposta a condigdes de estresse
nutricional, oxidativo, e térmico. Adicionalmente, algumas dessas proteinas poderiam
atuar como fatores de \viruléncia na infec;do ao hospedeiro, como na

cromoblastomicose.

A existéncia de sequéncias de F. pedrosoi que ndo apresentaram similaridade
com sequéncias depositadas no banco de dados pelas analises por Blastx pode ser o
indicativo de sequéncias especificas do fungo, e, consequentemente, de novas fungées
bioldgicas. A identificacdo futura dessas sequéncias poderda revelar mecanismos

importantes, especialmente na patogénese e viruléncia do fungo.

A identificacdo dos transcritos de F. pedrosoi neste trabalho contribuiu para o
conhecimento da biologia molecular do fungo. A partir da descoberta desses
transcritos, podem ser realizados experimentos diversos visando a caracteriza¢ao das
proteinas, bem como a expressao e a regulacdo génica. De posse de tais resultados,

poderemos determinar os mecanismos envolvidos na patogénese de F. pedrosoi.
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8. PERSPECTIVAS

* Continuar a caracterizagdo do transcritoma de F. pedrosoi;

* Obter sequéncias completas dos transcritos mais relevantes da biblioteca de F.
pedrosoi;

* Estudar a expressao génica desses transcritos simulando condi¢des controle e
de infeccao;

* Construir e sequenciar uma nova biblioteca de F. pedrosoi na forma esclerdtica.
Os corpos esclerdticos de F. pedrosoi seriam obtidos do cultivo do fungo em meio
acido, suplementado com propanolol (800 mM) ou fator de ativacdo plaquetaria
(PAF);

* Construir uma possivel vacina de DNA-Hsp de F. pedrosoi em modelo murino de
cromoblastomicose;

* Caracterizar proteinas codificadas pelas sequéncias hipotéticas de F. pedrosoi.
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9. ANEXOS

Tabela 10. Sequéncias de cDNA de F. pedrosoi anotadas como proteinas envolvidas na degradac¢do de proteinas pela analise de similaridade por Blastx. As

sequéncias de F. pedrosoi foram comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados “Non-redundant protein sequences” (nr) do NCBI.

Sequéncia Tamanho Anotacao Blastx Cobertura Identidade E-value

Contig12:

B06(2), B10(4) 858 - gb|EFY91215.1| ubiquitina [Metarhizium acridum CQMa 102] (343aa) 79% 227/228 (99%) le-121

- XP_002625248.1: enzima conjugada a ubiquitina [Ajellomyces dermatitidis SLH14081]

DO5(1) 517 (24623 91% 117/158 (75%) 6e-64

F11(2) 475 - XP_003170734.1: enzima conjugada a ubiquitina [Arthroderma gypseum CBS 118893] 81% 103/115 (90%) 2659
(139aa)
-gb|EEQ88461.1] isopeptidase de ubiquitina associada a endossomo [Ajellomyces

BO7(4) 277 dermatitidis ER-3] (553aa) 53% 95/125 (76%) 2e-53
- gb|EEH10795.1] similar a proteina de ligacdo a STAM [Ajellomyces capsulatus G186AR] 53% 92/125 (74%) 5e-52
(551aa)

Co7(4) 653 - ref|XP_001398113.1| dipeptidil-peptidase 5 [Aspergillus niger CBS 513.88] (732aa) 63% 82/121 (68%) 4e-45

Os parametros das analises de similaridade por Blastx das sequéncias de F. pedrosoi (Sequéncia, Tamanho, Anotacéo, ...) sdo descritos na legenda da tabela 2.

96


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/322699454?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U7MS8VNB015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/261197692?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MRXHRR7R01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/315042716?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MXWEG8R401N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/239611474?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TZKV2KPY011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/225562516?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=TZKV2KPY011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/145253200?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=15&RID=TZMS8C3J01S

Tabela 11. Sequéncias de cDNA de F. pedrosoi anotadas como fatores de transcricdo e traducdo pela analise de similaridade por Blastx. As sequéncias de
F. pedrosoi foram comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados “Non-redundant protein sequences” (nr) do NCBI.

Sequéncia Tamanho Anotagao Blastx Cobertura Identidade E-value

- XP_002374171.1: provavel regulador transcricional BDF1 [Aspergillus flavus 0 o

FO7(1) 517 NRRL3357](8123a) 65% 58/114 (51%) 1e-19
- XP_003065138.1: proteina da familia NOT2/NOT3/NOT5 [Coccidioides posadasii C735

FO9(1 411 (1 T 79 19 4e-2

09(1) (16000 o SOWgp] (528aa) 67% 56/93 (61%) e-28

C04(2) 479 - XP_001594091.1: fator de elongagdo 1-alfa [Sclerotinia sclerotiorum 1980] (460aa) 39% 63/63 (100%) 2e-29
- XP_002487320.1: provavel subunidade do fator de elongacdo EF-2 [Talaromyces 0 o

€08(2) >04 stipitatus ATCC 10500] (843aa) 99% 154/167 (93%) 3e-85

C06(2) 1010 - XP_754715.1: proteina regulatdria SUAPRGAL [Aspergillus fumigatus Af293] (354aa) 61% 94/209 (45%) 6e-41

G08(2) 198 (1200) - XP_001401364.2: proteina regulatéria de F1FO-ATP sintase Stf2 [Aspergillus niger CBS 92% 45/61 (74%) 2615

513.88] (95aa)

Os parametros das andlises de similaridade por Blastx das sequéncias de F. pedrosoi (Sequéncia, Tamanho, Anotagdo, ...) sdo descritos na legenda da tabela 2.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238485866?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MRXTEZ6301S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/303310251?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=MRXVM3MM01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/156056334?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=MS460CSN015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242819440?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MS4NEJA6011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/70999996?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MS4BE9U3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/317037932?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=8&RID=MXX4VDHV01S

Tabela 12. Sequéncias de cDNA de F. pedrosoi anotadas como proteinas do metabolismo de aminodcidos pela analise de similaridade por Blastx. As

sequéncias de F. pedrosoi foram comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados “Non-redundant protein sequences” (nr) do NCBI.

Sequéncia Tamanho Anotacao Blastx Cobertura Identidade E-value
F11(3) 657 - EFX04019.1: carboxipeptidase de serina [Grosmannia clavigera kw1407] (612aa) Kex1p 82% 95/158 (61%) le-44
) —.: ’ (o] (] e-
A10(3) 520 (427P9::;295021 1: succinato semialdeido desidrogenase [Burkholderia sp. CCGE1001] 96% 134/168 (80%) 6e-67
- ref[|XP_002148301.1| dihidrolipoamido desidrogenase [Penicillium marneffei ATCC 66% 102/121 (84%) 6e-49
DO6(5) 546 18224] (510aa)
0, 0, -
-ref|NP_116635.1]| Lpd1p [Saccharomyces cerevisiae S288c] (499aa) 65% 87/113 (73%) 7e-39
F11(5) 653 - gb|EGE79920.1| metiltransferase [Ajellomyces dermatitidis ATCC 18188] (292aa) 83% 124/181 (69%) 3e-64
D04(2) 577 - XP_002627707.1: aminotransferase [Ajellomyces dermatitidis SLH14081] (481aa) 60% 60/123 (49%) le-16

Os parametros das andlises de similaridade por Blastx das sequéncias de F. pedrosoi (Sequéncia, Tamanho, Anotacdo, ...) sdo descritos na legenda da tabela 2.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/320591580?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=N005RTYX011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/282886437?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MZSK77BJ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/212536290?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TWN59R7D015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/14318501?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=76&RID=TWN59R7D015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/327351063?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=TX4X8S1E01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/261205940?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=MS57JRDY011

Tabela 13. Sequéncias de cDNA de F. pedrosoi anotadas como proteinas do metabolismo de lipidios pela analise de similaridade por Blastx. As
sequéncias de F. pedrosoi foram comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados “Non-redundant protein sequences” (nr) do NCBI.

Sequéncia Tamanho Anotacao Blastx Cobertura Identidade E-value
- XP_002152724.1: subunidade alfa da acido graxo sintase FasA [Penicillium marneffei
FO1 P — 9 y -
(1) 480 ATCC 18224](185923) 73% 92/117 (79%) le-46
EO3(5) 493 - ref|XP_002622926.1| nitrorreductase [Ajellomyces dermatitidis SLH14081] (222aa) 71% 71/117 (61%) 5e-37

Os parametros das andlises de similaridade por Blastx das sequéncias de F. pedrosoi (Sequéncia, Tamanho, Anotagdo, ...) sdo descritos na legenda da tabela 2.

Tabela 14. Sequéncias de cDNA de F. pedrosoi anotadas como proteinas do metabolismo de vitaminas e cofatores pela analise de similaridade por Blastx.
As sequéncias de F. pedrosoi foram comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados “Non-redundant protein sequences” (nr) do NCBI.

Sequéncia Tamanho Anotacao Blastx Cobertura Identidade E-value

A07(4) 847 - gb|EEH20063.1] glutamil-tRNA sintetase [Paracoccidioides brasiliensis Pb03] (671aa) 56% 81/145 (56%) 5e-36

Os parametros das andlises de similaridade por Blastx das sequeéncias de F. pedrosoi (Sequéncia, Tamanho, Anotagdo, ...) sdo descritos na legenda da tabela 2.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/212545140?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=MRXP2HJC01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/261193040?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TWMS8D2Z01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/225681779?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TZKBX39C01N
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