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ANALISE IN SILICO DE DOMINIOS PROTEICOS LIGANTES DE COBRE DO
COMPLEXO PARACOCCIDIOIDES
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RESUMO

Os fungos do género Paracoccidioides sp. sdo agentes etiolégicos da doenca
sistémica paracoccidioidomicose (PMC) que acomete primeiramente os pulmdes,
pela inalacdo de esporos do fungo e pode disseminar-se para diversos 6rgdos. No
processo infeccioso o0 patdégeno expressa algumas proteinas a fim de captar
nutrientes do meio, que sao necessarios para sua sobrevivéncia. Desta forma, o
objetivo desse trabalho € a analise in silico de dominios protéicos de cobre do
complexo Paracoccidioides. As proteinas ligantes de cobre do complexo
Paracoccidioides foram obtidas através de dominio publico, as sequéncias das Cu-
proteinas foram obtidas por meio do banco de dados do Instituto Broad e pedant3
database, a analise in silico foi realizada pelo software Sequence Manipulation Suite
depois da obtencdo dos dominios proteicos. A andlise de dominios revelou um total
de 1148 sequéncias, em que 664 pertenciam ao P. lutzii e 484 do P. brasiliensis.
Além disso, dentre essas destaca-se dominios ricos em histidina, cisteina e
metionina.

PALAVRAS-CHAVE:Paracoccidioides. Andlise in silico. Dominios de cobre

IN SILICO ANALYSIS OF COPPER BINDING PROTEIN DOMAINS OF THE
PARACOCCIDIOIDES COMPLEX

ABSTRACT

The fungi of the genus Paracoccidioidessp are etiologic agents of systemic disease
paracoccidioidomycosis (PCM) that first affects the lungs by inalation of spores of the
fungus and can spread to several organs. In the infectious process the pathogen
expresses some proteins in order to capture nutrients from the medium, which are
necessary for its survival. Therefore, the objective of this work is the in silico analysis
of copper protein domains in the Paracoccidioides complex. The copper binding
proteins of the Paracoccidioides complex were obtained through the public domain,
the Cu-protein sequences were obtained through the Broad Institute database and
pedant3 database, in silico analysis was performed by Sequence Manipulation Suite



software after obtaining of protein domains. The analysis of domains revealed a total
of 1148 sequences in which 664 belonged to P. lutzii and 484 to P. brasiliensis. In
addition, among these, domains rich in histidine, cysteine and methionine.

PALAVRAS-CHAVE: Paracoccidioides. In silico analysis. Copper domains.
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1- INTRODUGAO

Os fungos do género Paracoccidioides sp sdo patogénicos termodimorficos,
assim caracterizados por apresentarem mudancas de uma fase filamentosa
multicelular para uma fase leveduriforme unicelular (THEODORO et al., 2012).
Esses micro-organismos quando cultivados in vitro ou em condi¢gdes ambientais,
onde as temperaturas variam em torno de 22°C a 27°C, crescem como micélio.
(FRANCO et al.,, 1989; QUEIROZ-TELLES 1994). Quando em condicbes de
estresse, como caréncia de nutrientes ou baixas temperaturas o micélio pode
transformar-se em conidios (RESTREPO 1988). O micélio incubado in vitro a
temperatura em torno de 36°C ou alojados nos tecidos do hospedeiro podem sofrer
transicdo dimorfica para a fase leveduriforme (MCEWEN et al., 1987).

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica que acomete
inicialmente os pulmbdes, mas pode disseminar-se afetando outros 06rgaos
(RESTREPO, 1978). A via principal de infeccdo ocorre por inalacdo de propagulos
infectantes como conidios ou através de fragmentos de hifas (FRANCO 1987).
Sendo esta, uma doenca predominante nos paises da América Latina.

E preciso que esses organismos patogénicos garantam sua sobrevivéncia para
crescer em condi¢cdes hostis, como € o hospedeiro humano. Assim, € essencial que
eles regulam sua expressdo génica reagindo ao hospedeiro (BAILAO et al., 2006).

A homeostase de metal tem sido bem citada como um fator crucial na
patogénese, e 0 Paracoccidioides spp expressa diversos genes de homeostase de
metal que se codificam para moléculas que tém sido caracterizadas como
importantes fatores de viruléncia em fungos (SILVA et al., 2011).

Algumas proteinas para realizarem sua fungéo biologicamente precisam de um
grupo prostético que é a parte ndo-aminoacida destas, como as metaloproteinas que
apresentam um metal especificamente, onde apos a interacdo atuam na estrutura,
catalisee regulacéo da funcéo protéica. (LEHNINGERet al., 2000; DEGTYARENKO,
2000). Atraves de estudos que buscam entender as fungdes desses ions metalicos
surgiu a metaloproteébmica (BERTINI and CAVALLARO, 2008). Os metais de
transicdo sdo necessarios para varios processos biolégicos, pois algumas proteinas

sao dependentes destes.



Deste modo, este trabalho tem como objetivo a analise in silico de dominios
protéicos de cobre do complexo Paracoccidioides. Assim como a obtencdo das
sequéncias das proteinas ligantes de cobre, analise da frequéncia dos principais
dominios de cobre e identificacdo dos principais aminoacidos envolvidos na ligacao

cobre — proteina.

2. REFERENCIA TEORICO
2.1- Aspectos gerais do género Paracoccidioides

O género Paracoccididoides a principio era constituido somente por uma
espécie filogenética, Paracoccidioides brasiliensis, agente etiolégico da
Paracoccioidomicose (PCM). Depois estudos a respeito de polimorfismo genético
sugeriram uma divisdo em trés espécies filogenéticas, divididas em S1 (espécie
filogenética 1, com 38 isolados), PS2 (espécie filogenética 2, com 5 isolados) e PS3
(espécie filogenética 3, com 21 isolados) (MATUTE et al., 2006). Devido ao avanco
das técnicas de biologia molecular Carrero et al., (2008) notaram que a linhagem 01
de P. brasiliensis (Pb 01) divergia das outras espécies propondo um quarto grupo
filogenético — Pb 01-like. Através de estudos realizados por Texeira et al., (2009)
descobriram um grupo de 17 isolados similares genotipicamente, incluindo Pb 01,
gue se distingue das demais espécies filogenéticas (S1/PS2/PS3), reforcando a
ideia de uma nova espécie filogenética que foi denominada de Pb 01-like que é

endémico nas regides Centro-Oeste do Brasil, como pode ser visto na figura 01:

Figura 01. Distribuicdo geogréfica das espécies do género Paracoccidioides sp. (Fonte: TEIXEIRA et
al., 2009)

s1
[=] Ps2

[e] Ps3
[a] “Pb01-like”



Através da figura 01 pode-se observar que o Paracoccidioides sp.é um fungo
predominante da América Latina. A espécie filogenética S1 pode ser encontrada na
Venezuela, Perd, Paraguai, em uma determinada regido da Argentina e no Brasil,
principalmente na regido Centro Oeste. Ja a espécie PS2 é endémica na Venezuela
e também na regido Centro Oeste do Brasil. A PS3 é restrita da Coldmbia e o Pb01-
like esta presente somente no Equador e também na regido Centro Oeste do Brasil.

O género Paracoccidioides sp.foi classificado conforme comparagdes
filogenéticas de sequéncias de nucleotideos da subunidade maior do RNA
ribossomal realizada por Leclerc et al., (1994) no qual o fungo foi classificado como
pertencente ao filo Ascomycota, ordem Onygenales familia Ajellomycetaceae onde
também fazem parte dessa classificagcdo o0s géneros Blastomyces, Emmonsia e
Histoplasma(BAGAGLI et al., 2008; BOCCA et al.,, 2013). Esses microrganismos
apresentam diversas caracteristicas em comum como, por exemplo, o dimorfismo.

Fungos dimorficos sdo capazes de transitar de sua forma filamentosa
miceliana multicelular no ambiente para uma forma de leveduras unicelulares nos
tecidos infectados. E possivel realizar o processo inverso em laboratdrio, ou seja,
mudar da forma de levedura para micélio. Esse mecanismo esta diretamente
relacionado com a patogenicidade, pelo fato dessa propriedade ser determinante na
fase inicial da interacdo de fungos com o hospedeiro, uma vez que durante a
transicdo o fungo restaura seu metabolismo conforme o ambiente que se encontra
expressando novas moléculas que facilitam sua adaptacdo (SAN-BLAS et al., 2002;
NEMECEK et al., 2006).

Os fungos que compreendem o género Paracoccidioides sp., sdo capazes de
sofrer transicdo morfolégica podendo crescer como levedura ou micélio, como

mostra a figura a seguir:



Figura 02. Morfologia microscépica do Paracoccidioides brasiliensis. A. Levedura. B. Micélio.

Fonte: Laboratério de Biologia Molecular - UFG

E possivel observar a forma leveduriforme do fungo. Microscopicamente
apresentam células esféricas ou ovais, medindo de 2-30 um de didmetro, com
multiplos nucleos. A multiplicacdo das leveduras ocorre por brotamento polar ou
multipolar, que dao a estrutura uma aparéncia de “roda de leme”, sendo esta, uma
importante caracteristica para o diagndéstico da Paracoccidioidomicose (RESTREPO
1978; SAN-BLAS et al., 2002). Como mostra a imagem A da figura anterior (Figura
02)

Ja a imagem B da figura 02, mostra a forma filamentosa do fungo, conhecida
como micélio. Crescem em condi¢gbes ambientais ou em cultivo in vitro, onde as
temperaturas variam em torno de 22 °C a 27 °C. Por meio do microscopio observa-
se hifas hialinas septadas, medindo de 1 a 3 ym, com raros clamiddsporos terminais
ou intercalares e com varios nucleos (FRANCO et al.,, 1989; QUEIROZ-TELLES
1994). Em condigcbes de estresse, como caréncia de nutrientes ou baixas
temperaturas o micélio pode transformar-se em conidios (RESTREPO, 1988). E
guando incubados in vitro a temperatura em torno de 36 °C ou alojados nos tecidos
do hospedeiro podem sofrer transicdo dimoérfica para a fase leveduriforme
(MCEWEN et al., 1987).

O habitat natural de Paracoccioides spp. ainda nao foi totalmente elucidado,
no entanto alguns autores como Restrepo et al., (2001) propdem que o fungo possui
pelo menos dois ambientes. O primeiro é o solo e plantas, o qual ele é encontrado
no seu estado filamentoso. Ja o segundo estd associado com o hospedeiro (o
homem e alguns animais domésticos e silvestres). Mais tarde Richinl-Pereira et al.,
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(2008) comprovou por meio de técnicas moleculares, a presenca de P.brasiliensis
em animais selvagens encontrados em estradas e rodovias. Por meio de Nested-
PCR com oligonucleotideos ITS especificos para P.brasiliensis, detectou-se o fungo
em tatu (Dasypus sp.), prea (Caviaaperea), porco espinho (Sphigurrusspnosus),
guaxinim (Procyoncancrivorus), cachorro (Canis familiares) e furdo (Gallictisvittata).
No entanto estes animais devem ser considerados hospedeiros acidentais e nao
reservas naturais do fungo, pois os mesmos podem ser acometidos pela doenca
(CONTI-DIAZ, 2007).

2.2 Paracoccidioidomicose (PCM)

Embora existam aproximadamente 100.000 espécies fungicas, apenas uma
pequena parcela apresenta risco para a saude humana desencadeando uma
patogenia no organismo em que estdo instalados (SAN-BLAS& NINO - VEGA,
2002). Esses microrganismos que causam prejuizo e interferem diretamente na
salude dos animais sdo caracterizados como fungos patogénicos e podem provocar
desde micoses superficiais até micoses sistémicas (SCHAECHTER et al., 2002;
MURRAY et al., 2004). Entre os causadores de patogenia, estdo os fungos
dimérficos que sdo responsaveis pela maior parte das infeccdes fungicas sistémicas
em humanos e em outros mamiferos (CHEN et al., 2007; NEMECK et al., 2007).

Entre as micoses sistémicas no Brasil, a PCM representa 51,2% das causas
de morte. Representando 87,9% dos casos em pessoas do sexo masculino. Em
relacdo a idade, 53,4% dos pacientes portadores possuem de 30 a 59 anos. Dentre
os estados brasileiros mais atingidos estdo: Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, Rio
de Janeiro e Rio Grande do Sul (PRADO et al., 2009).

O género Paracoccidioides sp. € agente etiolégico da paracoccidioidomicose
(PCM), micose sistémica humana que acomete inicialmente os pulmdes, mas pode
disseminar-se para vias hematogéncias ou linfaticas podendo causar diferentes
formas clinicas da doenca (RESTREPO et al.,, 1984; RIVITTI &AOKI, 1999;
RESTREPO et al., 2008; PRADO et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2009; MATUTE et al.,
2006; BOCCA et al., 2013). A primeira € a forma aguda, também chamada de forma
juvenil, é a evolugdo mais grave da doencga e afeta principalmente jovens e criangas,
representando de 3 a 5% dos casos. A forma adulta ou crénica tem progressdao mais
lenta e representa mais de 90% dos casos (MONTENEGRO 1986; FRANCO, 1987).
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Figura 03. Acometimentos clinicos da PCM. (Fonte: SHIKANAI-YASSUDA et al., 2006)

O processo infeccioso causado por esse fungo se da por meio da inalacao de
propagulos infectantes como conidios ou através de fragmentos de hifas presentes
no ambiente que tem como destino os alvéolos pulmonares, e posteriormente o
fungo muda da forma miceliana para a forma de levedura (FRANCO 1987).

No organismo vivo 0 microrganismo pode ter dois destinos: primeiro, ele pode
ser acometido pelo sistema imune inato que tem como primeira linha de defesa as
células fagocitarias (neutrofilos, macrofagos e células dendriticas) que trabalham a
fim de destrui-lo. Uma vez que o patégeno € reconhecido, ele sofre fagocitose,
processo no qual ocorre a fusdo do fagossomo (j& com o micro-organismo) com
lisossomo, formando o fagolisossomo, onde enzimas lisossomais e intermediarios
reativos de nitrogénio sdo produzidos, para a eliminacdo do microrganismo
(JANEWAY & MEDZHITOV, 2002).Além disso as células fagocitarias também
podem produzir citocinas que ativam o sistema imune adaptativo que é mediado por
linfocitos (T e B).

Segundo, o0 microrganismo pode criar mecanismos para subverter a ataques
dos fagocitos (HAAS, 2007; SEIDER et al, 2010) sobrevivendo no
hospedeiro.Estudos realizados por Konno et al., (2009) mostraram que a gp43 é
uma proteina da parede celular que reduz a fungéo de macrofagos in vitro. Essa é
uma das estratégias desenvolvidas pelo fungo para que ele possa alcancar 6rgdos e
sistemas, como figado, baco e sistema nervoso central pela via hematogénica e
linfatica (SAN-BLAS, 1993; VALERA et al., 2008).

Esta patologia ocorre com mais frequéncia em homens, principalmente
trabalhadores das zonas rurais, em consequéncia do contato com o solo

contaminado com o fungo. Fatores hormonais também estdo diretamente
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relacionados com a patogenicidade da doencga. Em alguns estudos sugeriu-se que 0
hormoénio 17-B-estradiol impede a passagem do fungo da fase miceliana para a
leveduriforme. Resultando em uma menor ocorréncia em mulheres (RESTREPO et
al., 1984).

Estudos sugerem que o fato dessa micose ser mais ocorrente em individuos
do sexo masculino deve-se a influéncia dohorménio B-estradiol no processo de
transicdo do fungo na fase miceliana para a fase leveduriforme no tecido hospedeiro.
Restrepo et al.,(1984) relataram a inibicdo da transicdo dimorfica in vitro, que foi
confirmada posteriormente por experimentos de infeccdo em camundongos fémeas,
onde foi possivel observar a inibicdo da transicdo dimorfica (ARISTIZABAL et al.,
1998), preconizando o efeito protetor do B-estradiol.

Ainda que o horménio B-estradiol exerca papel essencial na protecdo de
individuos do sexo feminino contra a infeccdo pelo fungo P. brasiliensis,esse fator
pode ser justificado também pela divergéncia de respostas imunoldgicas entre 0s
sexos, Vvisto que em estudos realizados por Pinzan et al., (2010), demostraram uma
maior producdo das citocinas IL-12, IFN-y e TNF-a por células do baco de
camundongos fémeas em resposta a um antigeno de superficie, sendo capaz de
estimular os macréfagos a produzir citocinas e 6xido nitrico, podendo influenciar a
resposta imune contra o patdgeno. Ja as células de camundongos machos
revelaram maior producao de IL-10, que leva a ativacdo de células fagocitarias para
producdo de oxido nitrico e enzimas proteoliticas na tentativa de eliminar o
patbgeno. Demonstrando assim respostas imunoldgicas diferentes entre 0s sexos.
Portanto, nota-se que a menor ocorréncia da PCM em individuos do sexo feminino

ocorre tanto pela influéncia hormonal quanto pela resposta imunitaria diferenciada.

2.3- Micronutrientes em sistemas biolégicos

Milhares de moléculas inorganicas e organicas diferentes compdem o0s
organismos vivos, sdo aproximadamente 27 elementos quimicos no qual sao
classificados em principais (C, H, N, O, P, S, Ca e K) e secundarios (As, B, Cl, Cr, F,
I, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Se, Si, Na, Sn, V, Zn e Cu). No meio dos elementos
secundarios temos ions metalicos, que se destacam por possuirem grande
importancia em indmeros processos biolégicos (NELSON, 1999). Esses ions

metalicos ndo podem ser desenvolvidos pela célula, por esse motivo a homeostase
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desses elementos dentro de sistemas biolégicos deve ser rigorosamente regulada
(FESTA & THIELE, 2011).

Segundo Permyakov (2009) com excecao do Sédio, Magnésio, Molibdénio e
Tungsténio quepertencem ao terceiro, quinto e sexto periodo, respectivamente, 0s
principais metais que sdo encontrados em sistemas biologicos estao localizados no
quarto periodo da tabela periédica. Com base nessas propriedades 0s metais
podem ser classificados em dois grupos: elementos de transicdo (Mn, Fe, Co, Cu,
Mo e W), pois apresentam a camada de valéncia, nesse caso 0s orbitais d,
incompleta ocasionando a instabilidade dos ions e em elementos que ndo séo de
transicdo (Na, K, Mg, Ca, Zn), os quais apresentam a camada de valéncia completa
aumentando assim a estabilidade idnica.

Rutherford e Bird (2004) afirmam que os elementos de transicdo assim como
0os elementos que nao sao de transicdo desempenham papel fundamental em
diversos sistemas bioldgicos. Elementos de transicdo como ferro (Fe), cobre (Cu) e
manganés (Mn) possuem transportadores moleculares que favorecem a regulacao
intracelular dos niveis desses metais. Apenas 0 zinco dentre os metais de transicao
apresenta transportadores que mediam a sua regulacdo (VAN HO et al., 2002).
Contudo, ainda ndo se sabe da existéncia de transportadores de metais né&o

essenciais.

2.4- Cobre

O cobre é um ion metalico que possui potencial redox, transita da forma Cu'*
(forma sollavel) com distribuicdo eletronica 1s? 2s22p® 3s? 3p®4s! 3d'° para forma
Cu?*(forma insollvel) com distribuicdo eletronica 1s? 2s22p® 3s? 3p83d°(VAN HOet
al., 2002). Esse elétron cedido possibilita ao cobre atingir sua estabilidade e
aumentar sua capacidade de interacdo com outros elementos como, por exemplo,
Cloreto, Potassio, Fosfato e compostos organicos. Os ions de fosfato podem
interferir na solubilidade dos elementos metélicos, formando assim, precipitado
pouco soluvel diminuindo a concentracdo de ions em solucdes. Por esse motivo a
interacdo exercida com o fosfato € uma das mais importantes (ABREU et al.,
2001).Pois o0 mesmo exerce a funcdo de doador e receptor de elétrons em muitas
proteinas relacionadas ao cobre, sendo encontrado em todas as plantas, fungos e
animais (MARTINEZ-FINLEY et al., 2012).
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As proteinas ligantes de cobre podem ser classificadas de acordo com o0s
aminoacidos presentes na regido de ligacdo. Essa reacdo pode ser classificada de
trés tipos: 1, 2 e 3 (Figura 04). No tipo 1 (figura 04 A) o sitio ligante de cobre
compdem-se em duas histidinas, uma cisteina e uma metionina. Esses trés
aminoacidos sdo essenciais para organizar a geometria trigonal do cobre com a
proteina. O tipo 2 (figura 04 B) apresenta quatro residuos de histidinas e o tipo 3
(figura 04 B) é coordenada por seis a oito histidinas. Uma mesma proteina pode

apresentar mais de um tipo de ligacdo (CHOI et al., 2011).

Figura 04. Tipos de reacéo do cobre com a proteina. (Fonte: CHOI et al., 2011).
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2.5- Homeostase de cobre em fungos

No ponto de vista bioquimico, eucariotos possuem diversas vias metabdlicas
e processos associados com a viruléncia que sao reguladas por cobre. No meio
destas vias, pode-se destacar fosforilacdo oxidativa que é uma via do metabolismo
central, responsavel pela producdo de energia e composta por quatro complexos
multiproteicos (I, II, 1l e IV). A citocromo c oxidase € um destes complexos
responsavel pelo transporte de elétrons na membrana mitocondrial, o qual apresenta
cobre e ferro como cofatores. Ja em eucariotos, além de proteinas do metabolismo
central, foram encontradas proteinas relacionadas com mecanismo de viruléncia,
tais como a superéxido dismutase que sdo reguladas por cobre (LALIOTI et al.,
2009). O cobre também exerce papel fundamental na producdo de melanina, no
crescimento celular e sinalizagdo molecular (KORNITZER et al., 2009; FESTA e
THIELE, 2012). Sendo importante também no controle da hosmeotase de outros

metais, tais como o ferro (VAN HO et al., 2002). Contudo, o cobre pode causar dano
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celular quando em altas concentragbes tendo a capacidade de interagir com 0s
grupos tiois das proteinas, desestabilizando cofatores de ferro-enxofre, competindo
também com outros metais pelo sitio de ligacdo das proteinas e supostamente
levando a formacao de espécies reativas de oxigénio, gerando assim radicais livres
que causam danos ao DNA, membranas lipidicas e causando estresse oxidativo.
Como o cobre € um metal essencial em inumeras vias, a célula aprimorou
mecanismo para a regulacdo de suas concentracoes (REES e THIELE, 2004)

A aquisicdo de cobre em sistemas biolégicos ocorre de duas formas:
transporte de alta ou baixa afinidade, realizados por permeases encontradas na
membrana plasmatica (NOSE et al., 2006).

Estudos realizados por Rees e Thiele (2004) mostraram que a delecdo dos
genes ctrl e ctr3 influenciaram negativamente na absor¢édo de cobre, levando a
ativacdo ou aumento da expressao de genes relacionados com a limitagao
intracelular de cobre como, por exemplo, o0s ctr2. Experimentos com
imunofluorescéncia realizados em S. cerevisiae apontam que a proteina CTR2 se
localiza no vacuolo onde ela regula o excesso de cobre intracelular, transportando e
armazenando esse ion no vacuolo. O cobre no citoplasma além de ser regulado pela
CTR2 pode sofrer também a acdo de outras proteinas, tais como a ATX1 e Ccc2. A
ATX1 é uma chaperonacitosélica que tem como habilidade a capacidade de
conduzir o cobre para um transportador especifico o Ccc2, localizado no complexo
de Golgi. O Ccc2 é responsavel por transportar o cobre para o interior de vesiculas
ou organelas, no qual ocorre a formacao de complexos de armazenamento. Estudos
recentes mostraram a proteina ATP7A uma ATPase, também localizada na
membrana do complexo de Golgi, tem como funcdo exportar cobre quando a célula
encontra-se em altas concentracbes deste metal (LUTSENKO et al., 2007,
STAFFORD et al., 2013).

Outros estudos relaizados por Ding et al., (2013), observaram um aumento da
expressdo da proteina ATP7A durante a infeccéo, sugerindo uma importante funcéo
desta biomolécula na regulacdo de cobre durante o processo infeccioso. A
semelhanca na homeostase de cobre vem sendo demostrada em varios estudos, em
gue apresentam proteinas homélogas as encontradas em S. cerevisae. (KIM, et al.,
2009; SUN et al., 2014)
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Figura 05. Homeostase de Cobre no fungo patogénico P. brasiliensis.(Fonte:SUN et al.,2014)

A figura 05 mostra o cobre livre no meio extracelular e capturado por
moléculas especificas das familias ctr sendo transportados para meio intracelular, no
qual podem ter varios destinos, producao de Lacl, Laclll e LaclV que séo proteinas
relacionadas a producdo de melanina, Superoxidodismutase, sdo fatores de
viruléncia e também podem ser armazenados em organelas especificas e regular a
transcricdo de genes especificos. Frel é responsavel pelas reacbes de oxido-
reducado juntamente com auxilio da proteina Ctr3. CAO, SOD e Atx1 sdo chaperonas
reguladas pelos niveis de cobre intracelular, em que excesso de cobre aumenta a
expressdo desses genes. Fet3 é uma ferroxidase e a Cufl atua como fator de
transcricdo (SANTOS R.S., 2009).

Estudos realizados em Methanococcus capsulatus mostraram que este
microrganismo em condi¢des limitantes de cobre produz pequenas moléculas com
alta afinidade pelo cobre, também chamada de chalkofore, uma molécula similar ao
sideréforos usados na captura de Fe3 (KIM et al, 2005). Em fungos, a
reprogramacgao da transcricdo de genes € uma resposta comum das células aos
niveis elevados de cobre, esses genes sao importantes para a captura de cobre,
mantendo as concentracdes de cobre dentro dos limites homeostaticos,
possibilitando que a quantidade do mesmo seja suficiente para servir como cofator e

impedindo sua acumulagdo em niveis citotoxicos (BEADOINet al., 2009).
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Consequentemente a regulacdo desses genes funcionam como chave para a
sobrevivéncia e desenvolvimento do fungo.

Festa e Thiele (2012) mostraram que S. cerevisiae apresentam os fatores
transcricionais Acel e Macl. O primeiro € uma proteina com alto nivel de expresséo
em condi¢cdes de excesso de cobre, sugerindo estar relacionada na ativacdo de
genes que regulam esta condicao tanto intracelular quanto extracelular. Diferente de
Acel o Macl apresenta importante funcdo em condi¢cdes de escassez de cobre,
influenciando positivamente na expressdao de genes relacionados na captura de
cobre, tais como proteinas da familia CTR e metalorredutases. Estudos realizados
em C. neoformans em baixas concentracdes de cobre revelaram outro fator de
transcricdo o Cufl, o qual possui a capacidade de induzir a producédo de proteinas
relacionadas ao estoque de cobre, tais como as metalotioneinas (KIM, et al.,
2009).0utro mecanismo utilizado por C. neoformans na regulacdo de cobre, sdo as
proteinas transportadoras CTR1 e CTR4. Esses dois transportadores sdo regulados
pelo nivel de cobre durante o processo infeccioso, sendo que, quando o fungo
infecta o hospedeiro se depara com altos niveis de cobre aumentando a expressao
da CTR1.

Com a permanéncia do fungo no hospedeiro, este atinge 6rgaos que limita os
niveis de cobre o inibe a expressdo de CTR1 e aumenta CTR4, o que indica
mecanismo de atuagao distinto entre os dois transportadores (SUN et al., 2014).
Neste mesmo estudo foi demonstrado que a dele¢céo dos genes CTR1 e CTR4 reduz
a viruléncia do fungo. Recentemente também em C. neoformans descobriram as
metalotioneinas 1 e 2 (CnMT1 e CnMT2), em que apresentam a capacidade de
estocar de 6 a 12 4&tomos de cobre por proteina. Essa habilidade de estocar cobre
auxilia C. neoformans na adaptacdo em ambientes com excesso deste elemento.
Em que ja foi confirmado que este fungo consegue sobreviver em altas

concentracdes de cobre, remodelando seu metabolismo (PALACIOS et al., 2014).

3. Materiais e Métodos
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3.1- Proteinas ligantes de cobre do complexo Paracoccidioides

As proteinas ligantes de cobre do Paracoccidioides lutzii e Paracoccidioides
brasiliensis foram obtidas do dominio publico: http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pmc/articles/PMC4288321/.

3.2- Obtencédo das sequéncias de proteinas

As sequéncias das Cu-proteinas foram obtidas por meio do banco de dados
do Instituto Broad e pedant3 database. Disponivel em:
https://www.broadinstitute.org/e http://pedant.gsf.de/.Todas as sequéncias foram
fornecidas em modelo FASTA, formato necessario para entrada em softwares de

bioinformatica.

3.3- Anélises de dominios

Dominios de ligacdo a metais ja descritos (Kung et al, 2006; Smith et al, 2004)
foram utilizados para busca. Os seguintes dominios foram utilizados: C-(X)n-C, C-
(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-H, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-M, M-(X)n-C e M-(X)n-H,
com n variando de 0 a 12 e o “X” pode assumir qualquer um dos 20
aminoacidos.Depois da obtencdo dos dominios proteicos foi realizado uma andlise in
silico com software Sequence Manipulation Suite. O Sequence Manipulation Suite é
uma colecdo de programas JavaScript para gerar, formatar e analisar sequéncias
curtas de DNA e proteinas. Além disso, esse software tem a capacidade de procurar
dominios proteicos a partir de sequencias descritas na literatura, no qual ocorre o

cruzamento dos dados conhecidos com os preditos.

3.4- Analises de aminoacidos

A frequéncia dos principais aminoacidos envolvidos na ligagdo com o cobre
foi obtida a partir do software Sequence Manipulation Suite. No qual, tem a
capacidade de quantificar os aminoacidos presentes em sequéncias de proteinas e

peptideos.


https://www.broadinstitute.org/
http://pedant.gsf.de/

Tabela 01. Cédigo de aminoacidos

Codigo de aminoacido |Codigo de trés letras Aminoacido

A Ala Alanina

B Asx Acido aspartico
C Cys Cisteina

D Asp Acido aspartico
E Glu Acido glutamico
F Phe Fenilalanina

G Gly Glicina

H His Histidina

I lle Isoleucina

J Lys Lisina

L Leu Leucina

M Met Metionina

N Asn Asparagina

P Pro Prolina

Q GIn Glutamina

R Arg Arginina

S Ser Serina

T Thr Treonina

V Val Valina

W Trp Triptofano

X Xaa Qualguer aminoécido
Y Tyr Tirosina

Z GlIx Glutamina

3.5- Andlises dos dados
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Ap6s as analises de dominios e aminoacidos, os dados obtidos foram

armazenados em planilhas eletrdnicas e submetidos analise estatistica descritiva,

tais como, tabelas de frequéncias e dinamica, métodos gréficos (graficos de barra).

Todas as analises foram feitas com auxilio do software estatistico Action R.

4- Resultados e discussao

4.1- Analise de dominios de cobre no complexo Paracoccidioides

Foiencontrado um total de 51 proteinas ligantes de cobre, dentre elas 26 sao

proteinas do P. lutzii e 25 do P. brasiliensis. Ambas as espécies apresentaram
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classificagcdo funcional e localizacdo semelhantes, em que a maioria das Cu-
proteinas estdo relacionadas principalmente com metabolismo celular, transporte de
jons eestdo localizadas no citoplasma e membrana plasmatica (TRISTAO et al.,
2015). A analise de dominios revelou um total de 1148 sequéncias, em que 664
pertenciam ao P. lutziie 484 ao P. brasiliensis. Além disso, dentre essas destaca-se
dominios ricos em histidina, cisteina e metionina (Figura 01). Os dominios mais
frequentes em P. lutzii foram, H-(X)n-H (120), C-(X)n-H (141) e em P. brasiliensis
temos H-(X)n-H (86), M-(X)n-M (74) e H-(X)n-M (57), como mostra a figura 05.0 que
colabora com os resultados de Sun et al., (2011), que estudou motivos de cobre e
zinco em S.pneumoniae e encontrou motivos ricos em metionina, histidina e cisteina.
Nesse mesmo estudo foi encontrado os motivos H-(X)n-H (n variando de 0-11), C-
(X)n-C, C-(X)n-H (n variando de 2-4 e 6-9), H-(X)n-M (n variando 0-10) e M-(x)n-M
(n: 0, 3 e 4). Kim etal., (2008) também encontraram transportadores da familia CTR,
que apresentam dominios M-XX-M e M-X-M, conhecidas como motivos “Mets”,

também apresentam regides ricas em histidina e cisteina.

Figura 06. Frequéncia de dominios ligantes de cobre em P. lutzii e P. brasiliensis.
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durante o periodo evolutivo as duas espécies foram submetidas a condicdes
ambientais diferentes. Além disso, essa teoria é altamente suportada quando
comparamos duas sequéncias da mesma proteina vindas de linhagens diferentes,
em que percebemos que ndo apresentam 100% de homologia e identidade, mas

apresentam regifes conservadas. A analise in silico também permitiu verificar a
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frequéncia de dominios em cada proteina, tanto em P.lutzii quanto P.brasiliensis
(Tabelas 02 e 03). Entre as 51 proteinas analisadas, 47 apresentaram pelo menos
um dominio de ligacéo e 4 proteinas nao tinha nenhum dos nove motivos de ligacéo
a cobre. Além do que, aproximadamente 50% das Cu-proteinas tem mais de oito
dominios diferentes de ligagdes, no qual 14 proteinas pertencem ao P.lutzii e 11 ao
P.brasiliensis. Entretanto, também encontramos proteinas com mais de 30 dominios
de ligacdo ao cobre (PAAG_08210 e PAAG_07154). Todas essas proteinas com
varios motivos de ligagcdo sado potenciais alvos de armazenamento de metal,
principalmente cobre e alguns outros metais bivalentes, em alguns micro-
organismos sdo consideradas metalotioneinas, moléculas capaz de ligar a uma
grande quantidade de metais. Segundo Palacios et al., (2014) o C. neoformans
apresentam duas metalotioneinas (CnMT1 e CnMT2) que interage com 6 a 12

atomos de cobre.



Tabela 02. Frequéncias de dominios por proteina em P. lutzii.

Proteinas Dominios Qtd. de dominios
PAAG 01735 - 0
PAAG 05403 M-(X)n-M 1
PAAG_00699 M-(X)n-M 1
PAAG 00194 C-(X)n-C, H-(X)n-C 2
PAAG 04492 H-(X)n-H, M-(X)n-M 2
PAAG_05251 H-(X)n-H, H-(X)n-M, M-(X)n-H, M-(X)n-M 4
PAAG 04164 H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, M-(X)n-H 4
PAAG_01692 H-(X)n-H, C-(X)n-H, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-H 5
PAAG 00163 H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, M-(X)n-H 5
PAAG_06668 C-(X)n-C, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C 5
PAAG 08210 C-(X)n-C, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, M-(X)n-C, M-(X)n-H 6
PAAG 02971 C-(X)n-C, C-(X)n-M, H-(X)n-C, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 6
PAAG_ 08820 C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H 8
PAAG 02222 H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 8
PAAG_02640 H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 8
PAAG 06004 C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-M 8
PAAG 03681 H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 8
PAAG_07053 C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H,M-(X)n-M 8
PAAG 05671| C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 9
PAAG_03629 | C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 9
PAAG 03853 | C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 9
PAAG 08658 | C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 9
PAAG_03755| C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 9
PAAG 02065| C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 9
PAAG 07154 | C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 9
PAAG 03881 | C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 9
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Tabela 03. Frequéncias de dominios por proteina em P. brasiliensis.
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Proteinas Dominios Qtd. dedominios
PADG_03260 = 0
PADG 02621 - 0
PADG_00042 - 0
PADG 07058 C-(X)n-C 1
PADG_04650 H-(X)n-H, M-(X)n-M 2
PADG 07418 H-(X)n-H, C-(X)n-M 2
PADG 05084 H-(X)n-H, H-(X)n-M, M-(X)n-M 3
PADG 04146 C-(X)n-H, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 4
PADG_ 07092 H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, M-(X)n-H 5
PADG 01124 C-(X)n-C, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C 5
PADG 06753 C-(X)n-C, C-(X)n-H, C-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-H, M-(X)n-M 6
PADG 04135 H-(X)n-H, C-(X)n-H, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-H, M-(X)n-M 6
PADG 02842 C-(X)n-C, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-M 6
PADG 03184 H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-H, M-(X)n-M 7
PADG 07725 C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 8
PADG 05360 H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 8
PADG 00088 C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H 8
PADG 07263 C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H 8
PADG 01582 C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, M-(X)n-M, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H 8
PADG 06197 | C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 9
PADG 01660 | C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 9
PADG 03351 | C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 9
PADG 05994 | C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 9
PADG_00917 | C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 9
PADG 03376 | C-(X)n-C, H-(X)n-H, C-(X)n-H, C-(X)n-M, H-(X)n-C, H-(X)n-M, M-(X)n-C, M-(X)n-H, M-(X)n-M 9
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4.2- Andlise da frequéncia de aminoacidos

Apbés a andlise de motivos, percebemos que os aminoacidos histidina,
cisteina e metionina foram os mais frequentes o que sugere uma maior estabilidade
na interacdo do cobre com essas biomoléculas (Figura 06).Essa estabilidade na
ligacdo pode ser explicada pelas propriedades quimicas de cada aminoacido. A
histidina apresenta cadeia lateral carregada positivamente (ou caracteristicas
basicas) o que sugere uma melhor interacdo dos grupos imidazéis com o metal.
Diferente da histidina, a metionina apresenta cadeia lateral polar ndo carregada
(COX e NELSON, 2011). Além disso, temos que destacar o grau de ionizagcdo ou
dissociacao dessas moléculas, em que os grupos imidazdis da histidina apresentam
pK de 6,00. Em solucdes basicas a histidina, apresenta um alto grau de dissociacao
0 que permite aumentar a interacdo entre o metal e a proteina (COX e NELSON,
2011).

Figura 07. Frequéncia dos aminoécidos presentes nos dominios ligantes de cobre.
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atomo ou molécula, no qual os grupos imidazois, em solugdo basica, perdem atomos
de hidrogénio e passam a apresentar carater negativo, o que lhes permite interagir
com cations, nesse caso com 0s metais Cu*. O mecanismo de interacdo da
metionina com o metal ndo esta totalmente elucidado, sabe-se que essa molécula
em condigbes basicas pode interagir com grupos hidroxila presentes no meio e
apresentar carater negativo permitindo intervir eletrostaticamente ou por ligacao

ibnica com moléculas ou atomos positivos. Em ambos os casos, pela teoria acido-
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basico de Lewis, a histidina e a metionia se comportam como bases de Lewis
(capacidade de doar elétrons) e os metais, como acido de Lewis (capacidade de
receber de elétrons). Além desses aminoacidos mais frequentes, a cisteina também
€ uma importante doadora de elétrons na interagdo com metais. Essa biomolécula
apresenta grupo radical polar com caracteristica neutra o que facilita sua interacéo

com cétions.

4.3- Proteinas ligantes de cobre especificas do complexo Paracoccidioides

Durante as andlises de bioinformatica, percebe-se que das 51 proteinas
ligantes de cobre 10 séo especificas do complexo Paracoccidioides, dentre essas 4
pertencem ao P.lutzii e 6 ao P.brasiliensis(Tabela 04). Todas as proteinas
especificas apresentaram pelo menos um dominio de ligacdo a metal, no qual
sugere que o cobre tem papel crucial na fungcdo metabdlica dessas biomoléculas,
podendo atuar como cofator.

Tabela 04. Cu-proteinas especificas do P. lutziiP. brasiliensis.

PAAG_ 06004 Lacase IV Metabolismo de melanina | M. plasmatica
Pb 01 PAAG_03681 Lacase-1 Metabolismo de melanina Secreteda
PAAG 00163 Lacase-3 Metabolismo de melanina | M. plasmatica
PAAG_03853 Glioxal oxidase Metabolismo de lipideos Secreteda
PADG 05994 Lacase IV Metabolismo de melanina | Citoplasmatica
PADG 03184 Lacase-1 Metabolismo de melanina Secretada
Pb 18 PADG_07092 Lacase-1 Metabolismo de melanina Secretada
PADG 05360| Cobre amina oxidase | Metabolismo aminoacido Secretada
PADG 04135 Tirosinase Degracao de tirosina Secretada
PADG 03351 Glioxal oxidase Metabolismo de lipideos | Citoplasmatica

Nota-se que as proteinas especificas apresentam classificacdo diferentes
como as Lacase que sdo multi-cobre oxidases pertencentes ao grupo das oxidases
que catalisam a oxidacdo de compostos fendlicos e aminas aromaticas, essas
enzimas estao presente na degradacao da lignima e no metabolismo de melanina e
sao produzidas por diversos organismos (MURUGESAN et al., 2007). Ja o glioxal é
uma espécie reativa de carbonilas com ac¢ao de glicacéo, formados pela degradacéao
de proteinas glicada. A amina oxidase sdo proteinas que contem cobre, com acao
dependente das carbonilas.

Geralmente, os farmacos antifungicos tradicionais atuam sobre a membrana

plasmatica do fungo, podendo prejudicar seu metabolismo. No entanto, existem
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poucas possibilidades de alvos incomuns entre o fungo e o ser humano o que
dificulta o desenvolvimento de novos farmacos. Assim, pode-se observar a
possibilidade de criacdo de farmacos voltados para essas proteinas especificas
(Tabela 3) tanto de P.lutzii como de P.brasiliensis onde o mecanismo de acgao
desses possiveis farmacos seria inibir o fungo de expressar essas proteinas, ou se

ligar a elas impedindo assim que as mesmas se liguem a cobre.

6. CONCLUSAO

A andlise in silico de Paracoccidioides sp. demonstrou um total de 1148
sequencias de dominios as quais destacam-se 0s ricos em histidina, metionina e
cisteina, sendo que os mais frequentes em P. lutzii foram, H-(X)n-H (120), C-(X)n-H
(141) e em P. brasiliensis temos H-(X)n-H (86), M-(X)n-M (74) e H-(X)n-M (57). A
analise verificou que 50% das proteinas apresentam mais de oito dominios
diferentes de ligacdes sendo 10 delas pertencem ao P.lutzii e 11 ao P.brasiliensis.
Entretanto, também encontrou-se proteinas com mais de 30 motivos de ligacdo ao
cobre (PAAG_08210 ePAAG_07154).

Através da analise de bioinformatica foi possivel perceber que 14 das
proteinas ligantes de cobre sdo especificas do complexo Paracoccidioides
apresentando pelo menos um dominio de ligagdo a metal.

Contudo, essa analise contribuirda com possiveis estudos voltados ao

desenvolvimento de novos farmacos.
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