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1. Introducao

O fungo Paracoccidioides brasiliensis € agente etiolégico da
Paracoccidioidomicose (PCM). O fungo € termodimorfico, cresce como
levedura a temperatura de 36-37°C e apresenta-se na forma de micélio a
temperatura de 22-26°C. Apoés inalacdo de seus propagulos, causa infeccdo
primdria nos pulmdes, a partir dos quais se dissemina para o organismo através
da circulagdo sanguinea e linfética, causando infec¢ao sist€mica.

A via de sinalizagdo do cAMP (AMP-ciclico) tem se mostrado
importante no controle de transicdes morfoldgicas e de patogenicidade de varios
fungos (Borges-Walmsley e Walmsley, 2000), como, por exemplo, Candida
albicans (Rocha et al., 2001), C. neoformans (Alspaugh et al.,2002) e A.
fumigatus (Liebmann et al.,2003) Viarios componentes desta via foram
identificados e caracterizados a partir de estudos do transcriptoma de P.
brasiliensis. Entre eles, estdo a adenilato-ciclase Cyrlp, duas subunidades
cataliticas de proteina quinase dependente de cAMP (PKA/cAMP), Tpklp e
Tpk2p, subunidade regulatéria de proteina quinase dependente de cAMP
(Bcylp) e fosfodiesterase de baixa afinidade (Pdelp).
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A via de sinalizacdo cAMP/PKA € importante em diferentes espécies
fingicas. Em C. neoformans, a cascata de reagdes gerada pela via do cAMP é
necessdria para a formacdo de cdpsula, filamentos e melanina, estruturas
consideradas fatores de viruléncia do C. neoformans (Pukkila-Worley e
Alspaugh, 2004). Em S. cerevisiae, organismo cujos elementos da via cAMP sao
mais conhecidos, tal cascata de reacdes € ativada pela privagdo de nitrogénio e
esta relacionada com o crescimento celular, metabolismo, resisténcia ao estresse
e aderéncia ao agar (Lengeler et al., 2000). Em H. capsulatum, foi observado
que durante a transi¢do de levedura para micélio (que é dependente de mudanca
de temperatura de 37°C para 25°C) houve um aumento dos niveis intracelulares
de cAMP associado ao aumento da transi¢do morfoldgica de levedura para
micélio (Sacco et al., 1981). Em P. brasiliensis, evidéncias de relacdo entre a via
de sinalizac@o intracelular de cAMP e a mudanca de forma do fungo (ligada
diretamente a viruléncia do fungo) foram observadas pela primeira vez em 1985
por Paris e Duran, os quais notaram que cAMP exdgeno induzia o processo de
filamentacdo no fungo. Em 2007, Chen e colaboradores concluiram que a
mudanca morfolégica em P. brasiliensis é regulada por cAMP através de
experimentos baseados em incubacdes de células do fungo em meio de cultura
liquido; um de seus resultados contrastam com o trabalho de Paris e Duran
(1985), vez que mostra uma diminui¢ao na transi¢ao das células fungicas apds

tratamento com dibutiril-cAMP.

2. Objetivos
Em func¢ao do exposto, propomos a andlise in silico dos genes que codificam as
subunidades cataliticas da PKA de P. brasiliensis, denominados “PAAG_00108.1
cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit pkaC” (PKAcl); e “PAAG_03386.1
cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit”(PKAc2), através da utilizacdo de

diferentes ferramentas de bioinformatica.

2.1 Objetivos especificos
Andlise estrutural dos genes que codificam as subunidades cataliticas da PKA em
estudo e comparacdo das mesmas em diferentes isolados de P. brasiliensis;

Comparagao da PKA com ort6logas em outros fungos e em humanos, bem como a



comparacdo entre as duas subunidades; e o estudo de dominios presentes nas

subunidades cataliticas.

3. Metodologia
3.1 A andlise estrutural dos genes que codificam as subunidades cataliticas da PKA foi
feita a partir de estudos sobre o genoma do fungo (disponivel em

http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/paracoccidioides brasiliensis/MultiHome.

html).

3.2 A comparagdo entre as seqiiéncias de aminodcidos foi feita através da ferramenta

blastP (disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Essa ferramenta alinha duas

seqiiéncias de aminodcidos ou compara uma seqiiéncia de aminoacidos com um banco
de dados de escolha (pdb, swissprot) para procurar homologia entre as seqii€ncias

analisadas ou entre a seqiiéncia e o banco de dados.

3.3 Foram feitas andlises a partir do alinhamento das seqiiéncias preditas de
aminodcidos que codificam as duas subunidades cataliticas da PKA em estudo. Para
1SS0, usou-se a ferramenta clustal (disponivel em

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).

4. Resultados e discussao
4.1 Analise estrutural dos genes que codificam as duas subunidades cataliticas da
PKA de P. brasiliensis, com a identificacao de introns, éxons, motivos, seqiiéncias
regulatorias e outras informacoes relevantes.
A partir de estudos sobre o genoma do fungo, especialmente sobre as subunidades
cataliticas da PKA em outros isolados da mesma espécie (Pb03 e Pb18), obtiveram-
se informacdes importantes sobre essas seqiiencias, as quais estdo dispostas na

tabela abaixo.

Tabela 1: Sumario das caracteristicas das subunidades cataliticas das 2 subunidades da PKA de Pb0O1



Nome Broad Descricao Gene cDNA | Sequéncia | Introns | Ortélogo em | Ortélogo em
transcrita Pb03 Pb18
Pb01PKAcl | PAAG00108.1 | Subunidade catalitica | 1318 nt | 1116 nt | 372 aa 2 PABG_ 05134 | PADG_07154
de proteina quinase
dependente de cAMP
Pb01PKAc2 | PAAG03386.1 | Subunidade catalitica | 2812 nt | 1884 nt | 628 aa 3 PABG_07072 | PADG_06441
de proteina quinase
dependente de cAMP

4.2 Determinacdo da similaridade/identidade entre as duas seqiiéncias de
aminoacidos preditas das duas subunidades cataliticas da PKA de P.

brasiliensis

A analise foi feita com auxilio da ferramenta de bioinformatica blastP, através da
qual alinhou-se ambas as seqiiéncias de aminodcidos preditas das duas subunidades
cataliticas da PKA em estudo. Apds andlise, obtiveram-se 34% de similaridade
entre ambas as seqiiéncias. A similaridade apresentada é relativamente baixa, o que
significa que as seqiiéncias, apesar de codificar duas subunidades de uma mesma
proteina do fungo em estudo, sdo, em geral, diferentes. A Figura 1 mostra a
comparagdo entre as duas seqiiéncias, evidenciando suas diferencas através das

descontinuidades nele presentes.
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Figura 1: Comparacdo entre as duas subunidades cataliticas da PKA

4.3 Determinaciao da similaridade entre as duas subunidades da PKA em estudo e
seus ortélogos humanos

Usando a  ferramenta de  bioinformdtica  blastN  (disponivel em

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), concluiu-se que hd cerca de 69% de similaridade




entre a subunidade catalitica ‘cl’ da PKA encontrada no fungo P. brasiliensis e a
mesma subunidade da PKA encontrada em humanos (Homo sapiens). A anélise é
feita a partir do alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos que codificam a
proteina em questdo (PKA dependente de cAMP). Notou-se identidade entre varios
nucleotideos que compdem os mRNAs que codificam a PKA em ambas as espécies
em questdo. H4 ainda poucos intervalos (gaps) observados apds o alinhamento
(Figura 2A).
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Figura 2A: Comparacdo entre a subunidade ‘c1’ e sua ortéloga em Homo sapiens

A subunidade ‘c2’ foi comparada a sua ortéloga presente em Homo sapiens e
apresentou identidade menor do que aquela observada na comparacdo entre a
subunidade ‘cl’ e sua ort6loga (Figura 2B). Notou-se identidade de 58% e 76% de
positivos (presenga de aminodcidos diferentes, mas da mesma familia). Conclui-se que a
subunidade ‘c2’ apresenta menor semelhanca com sua ortéloga humana do que a

subunidade ‘c1’.
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Figura 2B: Comparacdo entre a subunidade ‘c2’ e sua ortéloga em Homo sapiens

4.4 Analise dos dominios presentes na sequéncia predita de aminoacidos das duas
subunidades cataliticas da PKA de P. brasiliensis
Observaram-se dominios como: dominio para ligacio de ATP e substrato, além do
sitio ativo (Figura 3A). Em geral, o dominio da proteina quinase é estruturalmente
conservado, contendo a fun¢do catalitica das proteinas quinases, as quais sio um
grupo de enzimas capazes de fosforilar proteinas. Esta funcdo as torna capazes de
regular varios processos celulares como a transcri¢do, progressdo do ciclo celular,
rearranjo do citoesqueleto, apoptose e diferenciacdo. Estas enzimas sdo classificadas
em duas classes, de acordo com o substrato ao qual se ligam: serina/treonina-

especifica e tirosina-especifica.
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Figura 3A: Analise de dominios presentes na sequéncia de aminodcidos que codificam a

subunidade ‘c1’



A subunidade ‘c2’ apresenta ainda um sitio para ligacdo de ubiquitina (Figura 3B)

durante o processo de ubiquitinacdo, no qual a proteina é marcada para posterior

degradacdo nos proteassomos.
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Figura 3B: Andlise de dominios presentes na seqliéncia de aminoacidos que codificam a

subunidade ‘c2’

4.5 Comparacio das subunidades cataliticas da PKA de diversos fungos
patogénicos e nao patogénicos
A analise feita a partir da ferramenta clustal (disponivel em

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) mostrou que vdrias seqii€ncias

podem ser alinhadas e comparadas a fim de analisar a semelhanca entre outros
organismos. Comparou-se, entdo, a subunidade catalitica ‘c1’(Figura 4A) e ‘c2’
(Figura 4B) da cAMP/PKA com suas ortélogas encontradas em A. fumigatus, C.

neoformans, S. cerevisiae e C. immitis.
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Figura 4A: Alinhamento da sequéncia de aminodcidos que codificam a subunidade ‘c1’ com

suas ortdlogas em outros fungos



O mesmo foi feito para a subunidade ‘c2’: sua seqii€ncia predita de aminodcidos

foi alinhada a outras seqiiéncias de aminodcidos, sendo estas de outros fungos

(Figura 6B).
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Figura 4B: da sequéncia de aminodcidos que codificam a

subunidade ‘c2’ com suas ortdlogas em outros fungos

4.6- Analise das interacoes da PKA de S. cerevisiae

Verificamos também as interacdes descritas para proteina TPK2 de
Saccharomyces cerevisiae. Esta proteina corresponde a subunidade catalitica da PKA
tipo 2. De acordo com o banco de dados de intera¢des entre proteinas STRING (Jensen
et al., 2009), a proteina interage principalmente com outras proteinas quinases € com
fatores de transcricdo. As interacOes indicam que a PKA de S. cerevisiae esta
relacionada com a regulacdo de diversos eventos relacionados ao crescimento celular,

desenvolvimento, resposta ao estresse e regulacdo do ciclo celular (figura 5).
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Figura 5: Interacoes descritas para proteina TPK2 de S. cerevisiae de acordo com o banco de

dados de interacoes entre proteinas STRING (Jensen ef al., 2009).

5. Consideracoes finais
CONCLUSOES

As duas subunidades cataliticas apresentam sequéncia de aminodcidos bastante
conservadas, apresentando alta identidade/similaridade com PKA de outros fungos.

Os 2 peptideos apresentam dominios STKC_AGC (serina treonina quinase) e
PKc (dominio catalitico de proteina quinase), caracterizados por regides ricas em glicina
proximos a residuos de lisina na extremidade N-terminal que parecem estar envolvidos
na ligacao ao ATP. Na regido central do dominio catalitico existe um residuo de acido
aspartico importante para a atividade catalitica da enzima. Adicionalmente, a
PbO1PKACc2 apresenta um dominio UBA2 (ubiquitin associated domain). Este dominio
também € encontrado na extremidade C-terminal da familia MARK de proteinas
quinases. Nestas proteinas, o dominio apresenta fraca afinidade pela ubiquitina e

capacidade de ligacdo ao dominio de quinase (Murphy et al., 2007).



Analisamos também as interacdes descritas para a subunidade catalitica da PKA
tipo 2 de Saccharomyces cerevisiae. A proteina interage principalmente com outras
proteinas quinases e com fatores de transcri¢do. As interagdes indicam que a PKA de S.
cerevisiae esté relacionada com a regulacdo de diversos eventos relacionados ao

crescimento celular, desenvolvimento, resposta ao estresse e regulacdo do ciclo celular.

As 2 subunidades cataliticas da PKAc2 de P. brasiliensis foram amplificadas por
PCR e clonadas em vetor de expressdo para estudos de interacdo com outras proteinas

do fungo, visando a identificacao de alvos desta proteina quinase.
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