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Candida albicans é a principal causa de infecgoes
hospitalares causadas por fungos, tanto em individuos
normais quanto em individuos imunocomprometidos.
Pretendemos analisar genes codificadores de fatores de
viruléncia e genes importantes para o crescimento fila-
mentoso em C. albicans pelo uso de uma metodologia de
mutagénese por inser¢ao mediada por transposon, em
larga escala. Um minitransposon serd criado e conterd
um gene-repérter para a andlise da expressao génica, lo-
calizagdo celular e fenétipos de mutantes. Por se tratar de
um diploide obrigatério, o minitransposon também pos-
suird dois novos marcadores dominantes que permitirao
a mutagénese dos dois alelos de cada gene, numa tnica
transformagao. Apds a mutagénese in vitro de bibliotecas
gendmicas, minipreparacoes de plasmideos serdo realiza-
das e os insertos linearizados serdao usados para a transfor-
magao de C. albicans. As cepas de leveduras assim como
as cepas de bactérias serdo estocadas e servirdo para a
identificagdo do gene mutado. A andlise da fun¢do génica
em larga escala envolverd duas estratégias experimentais:
1) Varredura dos genes expressos durante a morfogénese.
Inser¢oes que resultarem em produgdo de proteina de fu-
sao (beta-galactosidase ou GFP) em meios indutores de
filamenta¢do serdo identificadas. A identidade do gene
serd revelada pelo sequenciamento da regido flanqueado-
ra da inser¢do do transposon e pela comparag¢do desta se-
quéncia com o genoma de C. albicans, presente em bancos
de dados. A caracterizagao adicional desses genes envolve-
rd o knockout génico para a produgdo de mutagdes nulas
e caracterizagdo fenotipica in vitro e in vivo. 2) Testes de
viruléncia. Inseriremos no transposon “barras de identifi-
cagao ou cddigo de barras” (em inglés, bar codes) que sao
pequenas sequéncias de DNA que rotulam cada mutante
e permitem a execu¢do de experimentos de competi¢cdo
de mutantes in vivo. As cepas de levedura transforman-
tes serdo combinadas em um pool de transformantes para
posterior indculo em camundongos. Apés infecgao dos
camundongos com as cepas de leveduras mutantes, os
rétulos serdo amplificados via PCR e hibridados contra
filtros contendo um array das correspondentes barras de
identificagdo. A compara¢ao dos sinais de hibrida¢do do
DNA proveniente das cepas presentes antes do indculo ou
recuperadas do animal dias apds o indculo identificarao
mutagdes em genes necessarios para a sobrevivéncia e
crescimento no hospedeiro, ou seja, genes que potencial-

mente codificam fatores de viruléncia. Em conjunto, neste
trabalho serd criado um banco de mutantes de inser¢ao,
que permitird a identificagao em larga escala dos genes
codificadores de fatores de viruléncia bem como aqueles
expressos durante a filamentag¢do. Os dados serdo uteis no
estabelecimento de novas estratégias terapéuticas para o
combate dessa micose.
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A etapa-chave da formacao do septo de divisao em
bactérias é a polimerizacao da proteina FtsZ, a tubulina
procaridtica, em uma estrutura chamada anel Z. E o anel
Z que define onde e quando o novo septo serd formado e
sua formagao é decorréncia tanto da tendéncia intrinseca
da FtsZ de polimerizar-se como da a¢do de proteinas mo-
duladoras capazes de estimular ou inibir a polimeriza¢io
da FtsZ. Recentemente, foi usada uma estratégia genéti-
ca para identificar um novo modulador da forma¢ao do
anel Z, que batizamos de ZapA. ZapA é uma proteina de
85 aminodcidos que se localiza no complexo de diviso e
exerce um efeito positivo na formacdo do anel Z. Estudos
bioquimicos iniciais demonstraram que ZapA é capaz de
interagir com FtsZ diretamente e promover a sua auto-
associacao em polimeros complexos. A identificagdo e a
caracterizagao inicial de ZapA propiciam o entendimento
do processo de formacio do anel Z. Ao mesmo tempo,
geram questdes importantes a respeito do mecanismo de
acao desses fatores e sobre a possibilidade de que exis-
tam outros moduladores da FtsZ que ainda ndo foram
descobertos. S6 a partir do entendimento detalhado de
como ¢ controlada a forma¢ao do anel Z se poderd des-
vendar os mecanismos de regula¢do espago-temporal da
divisao celular bacteriana. Nesse sentido, serd importante
expandir o conhecimento das proteinas que sdo capazes
de modular a formagao do anel Z, assim como investi-
gar os mecanismos pelos quais elas exercem seus efeitos.
Assim, o projeto proposto apresenta os seguintes objeti-
vos: 1) aprofundamento do estudo molecular da func¢io
de ZapA; 1.1) estudo da relagao estrutura-fun¢ao em
ZapA; 1.2) estudo da regulagao da expressao e atividade
de ZapA ao longo do ciclo celular; 2) identificagao siste-
matica de novas proteinas moduladoras da polimerizagio
da FtsZ em B. subtilis, por meio de abordagens exaustivas
e complementares; 3) estudo molecular das novas prote-
inas moduladoras da polimerizacido de FtsZ que venham
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a ser descobertas em decorréncia do objetivo (2). A in-
vestigacao da relacio estrutura-fungao de ZapA serd exe-
cutada por meio da criagdo de mutantes sitio-dirigidos
e posterior andlise de sua funcionalidade em dois tipos
de ensaios. Um dos ensaios usara fusdes a GFP e micros-
copia de fluorescéncia para determinar a capacidade de
localiza¢ao das proteinas mutantes. O segundo ensaio
determinard se os diferentes mutantes ainda sdo capazes
de promover a formagao do anel Z e suprimir o fenétipo
causado pela superexpressio de um inibidor de divisao.
Para determinar se expressdo e atividade de ZapA sio re-
guladas durante o ciclo celular, serd usada uma aborda-
gem citoldgica, novamente baseada em fusdes entre ZapA
e GFP. A expressao de ZapA ao longo do ciclo celular de-
vera corresponder a fluorescéncia produzida pela porgao
GFP da fusio GFP-ZapA e serd monitorada por micros-
copia quantitativa. Evidéncias de um controle no nivel da
atividade da proteina serdo buscadas em experimentos de
colocalizagao de ZapA e FtsZ ao longo do ciclo celular.
Para esses experimentos, ZapA e FtsZ serdo fundidas a
variantes espectrais de GFP e o padrao de localiza¢ao das
duas proteinas serd determinado simultaneamente em
uma mesma célula. A existéncia de um periodo do ciclo
celular no qual as proteinas nio se colocalizam indicara
que a interacdo entre elas nao é sempre permitida e que
moduladores positivos podem ter sua atividade regulada.
Para a identificacao de novas proteinas moduladoras da
FtsZ, propde-se a adogao de quatro abordagens, baseadas
em estratégias genéticas, bioquimicas e de duplo-hibri-
do independentes. As estratégias genéticas incluem uma
triagem para genes supressores do bloqueio de divisao
causado por um alelo FtsZ sensivel a temperatura e uma
triagem para mutagdes letais sintéticas quando em com-
bina¢ao com muta¢do em ZapA. A estratégia bioquimica
consistird em identificar proteinas que copurifiquem com
polimeros de FtsZ isolados de extratos proteicos totais.
Finalmente, usaremos FtsZ como “isca” em um sistema
duplo-hibrido em bactérias para tentar identificar parcei-
ras da FtsZ a partir de bibliotecas de B. subtilis criadas no
vetor “presa”. Prevé-se que o uso de abordagens diversas
e complementares permita a amostragem exaustiva des-
ses fatores no genoma/proteoma de B. subtilis. Estudos
moleculares semelhantes aos propostos para ZapA serdo
entdo realizados para os novos moduladores que venham
a ser identificados. Além do conhecimento basico gerado,
espera-se que a identificagdo e a caracterizagao de novos
moduladores da FtsZ também possam criar oportunida-
des para o desenvolvimento de novos antibi6ticos.
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Este projeto propde colaborar no estudo da monta-
gem do citocromo c-oxidase (COX), bem como de alte-
ragdes funcionais em produtos génicos relacionados com
a atividade mitocondrial que podem alterar a viabilidade
celular. Serao utilizados Saccharomyces cerevisiae e Cae-
norhabitis elegans como modelos. Dentre as 6 mil ORFs
do genoma de levedura, cerca de 120 codificam para
possiveis proteinas mitocondriais ainda ndo estudadas.
Pretende-se selecionar, dessas 121 ORFs, as que afetem
especificamente o COX. As ORFs selecionadas terdo seus
produtos génicos caracterizados por meio da determina-
¢30 da sua localizagdo intracelular, andlise espectral dos
citocromos mitocondriais, bem como da anélise de tradu-
¢a0, transcricao e processamento dos genes mitocondriais.
C. elegans, por sua vez, servird como modelo animal para
o estudo de doengas humanas relacionadas a defeitos na
atividade de COX. Pretende-se aqui desenvolver um sis-
tema de mutagénese e busca de mutantes que permita a
rapida identificagdo de mutantes de COX em C. elegans.
Dos mutantes isolados, serdao observados seus efeitos no
estresse oxidativo, viabilidade da célula e metabolismo do
DNA mitocondrial, considerando-se também o nivel de
heteroplasmia, assim como caracteristicas mais gerais do
desenvolvimento do verme que nao poderiam ser obser-
vadas em organismos unicelulares como levedura.

Evolucao morfoldgica, biogeografia
e sistematica em mamiferos neotropicais

Gabriel Henrique Marroig Zambonato
Instituto de Biociéncias

Universidade de Sao Paulo (USP)
Processo 2002/05804-6

Vigéncia: 1/12/2002 a 31/5/2005

A evolugao de morfologias complexas (como o cra-
nio dos mamiferos, por exemplo) assim como a diversifi-
cagdo (especiagao) na América do Sul sdo temas centrais,
interrelacionados e a0 mesmo tempo mal compreendidos
na biologia evolutiva. O estudo da variagao, seja ela feno-
tipica ou genética, dentro e entre populagdes e espécies, é
crucial para a forma como se dividiu e ordenou (sistema-
tica) a diversidade da vida, assim como para o entendi-
mento de como essa diversidade surge e ¢ mantida. Con-
sequentemente, este tipo de abordagem tem implicagoes
para dreas que vao desde a conservagao da natureza até
a genética quantitativa e a evolucao. Este projeto aborda,
no sentido mais amplo, a diversificacgdo dos mamiferos
sul-americanos, diversificagdao aqui se referindo tanto a
evolug¢do de morfologias complexas (basicamente o cra-
nio) como a especiac¢ao, particularmente em trés grupos:



