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RESUMO

Cryptococcus neoformans e C. gattii sdo os principais agentes da criptococose, uma micose
sisttmica que acomete os pulmdes, com tendéncia a migrar para o sistema nervoso central. Essas
espéecies compartilham quase todos os fatores de viruléncia. Entretanto, diferentes perfis de
hospedeiros sdo observados para esses micro-organismos. Uma hipOtese para essa diferenca
poderia ser diferencas no metabolismo desses patégenos. A bioinformatica representa uma area
interdisciplinar de estudo que permite a analise de dados in silico provenientes de sequenciamento
gendmico e outras técnicas de Biologia Molecular. O emprego de ferramentas computacionais
permite 0 estudo de estruturas como DNA, RNA e proteinas, bem como a predicdo de vias
metabolicas de organismos e comparacao destas com outras vias. Sendo assim, 0 objetivo deste
trabalho foi caracterizar, in silico, vias metabdlicas de C. neoformans e C. gattii, bem como suas
funcdes, além de caracterizar a presenca de sequéncias que codificam fatores de viruléncia desses
fungos por meio da andlise dos genomas disponiveis nos bancos de dados de dominio publico. Trés
genomas de C. neoformans e trés de C. gattii com anotacdo gendmica e funcional foram utilizados.
De forma a contribuir para a anotacao funcional desses genomas, foi realizada a predicdo de RNAS
ribossomais e RNAs transportadores para cada linhagem utilizada. Uma anélise de similaridade de
sequéncia entre linhagens de uma mesma espécie foi feita, sendo observado um alto grau de
conservacao de sequéncias de nucleotideos. Os proteomas preditos foram extraidos dos genomas e
0 mapeamento de vias metabdlicas foi realizado pelo programa Blast2GO. Das 29 vias metabdlicas
mapeadas, 16 foram comuns a todos os organismos. Os resultados referentes a andlise de
agrupamento demonstraram que praticamente todas as proteinas associadas a viruléncia pertencem
ao core genome. Também foi observado que proteinas associadas a viruléncia estdo envolvidas em
diversos processos bioldgicos. Além disso, foi evidenciado que a linhagem C. neoformans H99 foi
a Unica a possuir enzimas associadas a viruléncia mapeadas na via de fosforilacdo oxidativa, sendo
essa observacdo um possivel objeto de estudos posteriores. Tendo em vista 0s resultados
observados, concluimos que estudos envolvendo vias metabodlicas de Cryptococcus sdo de extrema
importancia para uma melhor compreenséo acerca dos mecanismos envolvidos na viruléncia desses

patdgenos.

Palavras-chave: Cryptococcus spp.; vias metabdlicas; viruléncia; bioinformatica.



ABSTRACT

Cryptococcus neoformans and C. gattii are the main agents of Cryptococcosis, a systemic mycosis
that affects lungs, tending to migrate to the Central Nervous System. These species share almost
all the virulence factors. However, different patterns of hosts are observed for these
microorganisms. One hypothesis for this is that differences in the metabolism of these pathogens
could occur. Bioinformatics represents an area of studies that allows the analysis of in silico data
provided from genomic sequencing and other Molecular Biology techniques. The use of
computational tools allows the study of structures like DNA, RNA and proteins, as well as the
prediction of metabolic pathways of organisms and the comparison of them with other pathways.
Therefore, the aim of this study was to characterize, in silico, metabolic pathways of C. neoformans
and C. gattii, as well as their functions, besides to identify the presence of sequences that code
virulence factors of these organisms, by analyzing genome sequences available in public databases.
Three genomes of C. neoformans and three of C. gattii with genomic and functional annotation
were used. In order to contribute to the functional annotation of these genomes, it was performed
the prediction of ribosomal RNAs and transfer RNAs for each strain used. A sequence similarity
search between strains within the same species was performed, and it was observed a high level of
sequence conservation in the level of nucleotides. The predicted proteomes were extracted from
the genomes and the metabolic pathways mapping was performed by Blast2GO. From the 29
metabolic pathways mapped, 16 were common to all organisms. The results obtained from the
cluster analysis demonstrated that almost all of the proteins associated with virulence belong to the
core genome. It was also observed that proteins associated with virulence are involved in several
biological processes. Moreover, it was evidenced that the strain C. neoformans H99 was the only
one to pursue enzymes associated with virulence mapped in the oxidative phosphorylation
pathway, being this a possible target for future studies. Based on the results obtained in this study,
we concluded that studies about metabolic pathways of Cryptococcus spp. are extremely important

for a better understanding about the mechanisms involved in the virulence of these pathogens.

Keywords: Cryptococcus spp.; metabolic pathways; virulence; Bioinformatics.



LISTA DE FIGURAS
Figura 1: Ciclo de vida de Cryptococcus e de infeccdo do hospedeiro.. ........ccccvvevviiniiiniennenn 16

Figura 2: Diferentes sorotipos e genotipos dos dois principais agentes etiologicos da criptococose,

C. NEOTOrMANS € C. GALTIE. ...veueieiiieecee ettt 18
Figura 3: Resposta de C. gattii frente ao fluconazol. ..o, 29
Figura 4: Representacdo esquematica das principais Ciéncias OmICas. ........ccocooevvrererenenereenne. 30

Figura 5: Grafico de comparacéo de similaridade global entre C. neoformans JEC21, C.
neoformans HI99 e C. neoformans B-3501A ........ooiiiiiieiieiesiee e 45

Figura 6 Grafico de comparacdo de similaridade global entre C. neoformans B-3501A e C.
NEOTOIMANS JEC2L.......o ettt ettt e e et e s re e teeneesbe e seaneesneesseeneesneenneans 46

Figura 7: Gréfico de comparacédo de similaridade global entre C. gattii WM276, C. gattii R265 e
C. AT CBS 7750 ...ttt bbbt bt et e et bbbt b e s 48

Figura 8: Grafico de comparacdo de similaridade global entre C. gattii R265 e C. neoformans

Figura 9: Distribuicdo de nimeros EC apds mapeamento e anotacao do proteoma total de C.

gattii WM276 pelo programa BIast2GO. ...........ccceieeiiiiieiiciece et 50
Figura 10: Via de biossintese de fenilalanina, tirosina e triptofano. ............ccccccoeviiiiiiciciieen, 54
Figura 11: Via de fosforilagao OXIOAtIVA. .........cccueruiiieiiiiieie e 56
Figura 12: Diagrama de Venn referente a analise de agrupamento...........cocceoeeeierenenesesieennenns 58

Figura 13: Representacdo grafica da comparacéo de similaridade entre trechos dos genomas de C.
neoformans JEC21, C. neoformans H99 e C. neoformans B-3501A.........ccccceiiiiininniniieseennnn, 60

Figura 14: Representacdo grafica da comparacéo de similaridade entre trechos dos genomas de C.
gattii R265 € C. neoformans HO9 ..o et 61

Figura 15: Grafico de comparacédo de similaridade entre C. gattii R265 e C. neoformans H99... 62



Figura 16: Grafico referente a anélise de enriquecimento de proteinas relacionadas a viruléncia
em C. gattii, [INhAgEM R265..........coiiiiii e 74

Figura 17: Graéfico referente a anélise de enriquecimento de proteinas relacionadas a viruléncia
em C. gattii, [iINhagem CBST7750.........ccciiiiieie ettt sra e te e sbeeae e snees 74

Figura 18: Grafico referente a anélise de enriquecimento de proteinas relacionadas a viruléncia

em C. neoformans, linhagem B-3501A. ..ot 75

Figura 19: Grafico referente a analise de enriquecimento de proteinas relacionadas a viruléncia

em C. neoformans grubii, inhagem H9 ...........cco i 75

Figura 20: Grafico referente a analise de enriquecimento de proteinas relacionadas a viruléncia

em C. neoformans, liNhagem JEC2L. .........coveii ittt 76



Tabela 1:

Tabela 2:

Tabela 3:

Tabela 4:

Tabela 5:

Tabela 6:

Tabela 7:

Tabela 8:

Tabela 9:

LISTADE TABELAS

Lista de genomas de Cryptococcus spp. utilizados para analise. ..........c.cccceovrereiennne. 35
RNAs ribossomais e RNAS transportadores preditos. ..........cvvveveeeeieeiesieseesesie e 42
Relacédo das vias metabdlicas comuns a todos 0s organismos estudados. .................... 53
Vias metabdlicas mapeadas em C. gattii CBS 7750. .........ccccooveveieevecie e, 77
Vias metabdlicas mapeadas em C. gattii R265. .........cccccoevieiiiiciiccece e, 80
Vias metabdlicas mapeadas em C. gattii WM276...........c.ccoeevveieiiece i, 82
Vias metabdlicas mapeadas em C. neoformans B-3501A..........cccoceviiiirinnnneninnennen, 86
Vias metabdlicas mapeadas em C. neoformans var. grubii H99...........cccccoeviennenne, 90
Vias metabdlicas mapeadas em C. neoformans var. neoformans JEC21....................... 94



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
5-FC — 5-Flucitosina
AmB — Anfotericina B
ACT — Artemis Comparison Tool
BD — Banco de dados
BLAST - Basic Alignment Search Tool
BNICE — Biochemical Network Integrated Computational Explorer
CIM — Concentragdo Inibitéria Minima
FLC — Fluconazol
FMM — From Metabolite to Metabolite
GO — Gene Ontology
GalXM — Galactoxilomanana
GXM — Glucuronoxilomanana
KEGG — Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
NCBI — National Center for Biotechnology Information
ORFs — Open reading frames
Pb — pares de base
PCR — Polymerase Chain Reaction
RFLP — Restriction fragment length polymorphism
RID — Regido intrinsecamente desordenada “IDR”

SIDA - Sindrome da Deficiéncia adquirida “AIDS”



SNC — Sistema Nervoso Central



SUMARIO

1

2

3

INEFOAUGED ...ttt bbbt 15
1.1 CryptoCOCCUS SPP. € CHIPLOCOCOSE. ...cuviivveieerreeriesteesteereesteesteeeesraesteeeesreesteeneesneesreeeeanes 15
1.2 CryptoCOCCUS NEOFOIMANS .......eiiieieeeie ettt re e nns 19
1.3 CryptOCOCCUS QAL .....ccvieivieieiieiie ettt ste et te et te e e sreennesreenre e 19
1.4 FAtOres de VIFUIBNCIA. ......cviiieiieiiieiieee e 20

1.4.1 Capsula POliSSACAITAICA. ......cceeveiieiieeie ettt nne s 20

1.4.2 CreSCIMENTO @ 37%C ...ouiiiiieiieieeeie ettt bbbt 21

LL4.3  UFBBSE ...t bbb bbb 21

1.4.4 Proteases @ TOSTOIPASES .......cviiiriiiiitiie it 21

LA5  MEIANING ..ottt bbbt 22
1.5 EPIOEMIOIOQIA. ... ittt 22
1.6 TratAMENTO......eiiiiiii ettt b e n e 24

1.6.1  ANFOLEIICING B ... 25

1.6.2  5-FIUCITOSING .....cuviiiiiiti st 25

1.6.3  AZONICOS ...ttt bbbt eas 26
1.7  Resistencia aos antiflingiCoS..........coviiieiiiie it 26
1.8  Vias metabdlicas de CryptOCOCCUS SPP. vveveireeirieiieiiiesieeiesreesteesesreesteeeessaesreessesreessens 27
1.9 BIOINFOMMALICA .....c.viviiiiiciieiee e 29

JUSTITICALIVA. ...t 33

(@] 0] =] (LYo SRRSO 34



3.1 ODJELIVO GEIAL ... 34

3.2 ODJEtiVOS BSPECITICOS .. .c.eiueitiitiieiirierieee ettt 34

MaLErial € METOGOS ......covvviieiietisieee et 35
4.1 SCripts deSENVOIVIAOS ......cccviiiiiicii ettt 35
4.2 Genomas A€ CryPLOCOCCUS SPP...vevuereirieireeieaeesreesseaseesseesteasesseesseesesseesseesesseesseessesses 35
4.3  Anotacdo do proteoma de CryptOCOCCUS SPP. vvevvrerverreerreeiieeiesieesreeeesseesseeeesseesseeeesnes 36

A.3. 1 ATTEIMIS ..ottt bbbttt b bbb bt b et b n e 36

4.3.2 Predicdo de RNAS ribossomais e RNAS transportadores..........cccccoveveveneincnennenn 36
4.4 Analise de similaridade de SEQUENCIAS .......ccveeruerieiiiirieieiee e 37
4.5 N O ST 38
4.6  Predicdo e anotacao de vias MetaboliCas. .........coceveveieiiivcieeieee e 38
4.7  Criagdo de banco de dados de VIFUIENCIA. .........ccoriiiiiiiiiiieeeeee e 39
4.8  Analise de enriquecimento fUNCIONAL ...........coooiiiiiiieic e 39
4.9  Mapeamento das vias metabdlicas e associacao aos fatores de viruléncia.................... 40
4.10  ANAlise de agrUPAMENTO ....c.ecviiuieiieeieete ettt et re e b e sbe e sae e sre e ens 40

RESUILAA0S € TISCUSSAO .......euveviiiiiieiieieei ettt nb bbb 42
51  Selecéo de genomas de CryptOCOCCUS SPP. «veveerreerrerrerrierieerieesieastessessteeseesseesseessessesseens 42
5.2  Predicdo de RNAs ribossomais € RNAS transportadores..........ccccooeveereneeneenesienneens 42
5.3  Analise de similaridade de SEQUENCIAS .........cccverieeieiieeiieie e seese e 43

5.3.1 CryptoCOCCUS NEOTOIMANS ......eivveiiiiieiiieie ettt sre e ennees 44

5.3.2  CryptOCOCCUS QAL .....veiveeireiesiieieiie e esieeiese e e eee et e e ta e aessaesrnessesneesre e eeaneenneas 47



5.3.3 Cryptococcus gattii VS C. NEOTOIMANS..........coueruiiiriieieeie e 49

5.4  Predic80 de vias MEtabOlICaS . .......cceiiiiiieieie e 50
55  Analise de enriquecimento fFUNCIONAL ............ccoovveiiiie i 51
5.6  Mapeamento das vias metabdlicas e associacdo aos fatores de viruléncia.................... 52
5.7  ANAlISe de agrUPAMENTO ....cvecveiiieiieeie sttt e re e sre e te e e sreesreenneanes 57
R 0] 404 17 Uo OSSOSO P PR RTRRR 64
A o= 6] 1= (A7 T OSSPSR 65
8  Referéncias DIbIIOGrafiCas ..o e 66

9  Apéndice A — gréficos relacionados a andlise de enriquecimento entre as espécies/ linhagens

(oL oTor=T X0l o] To] [0 o ot ) PSSP STPP 74

10 Apéndice b - Tabelas referentes ao mapeamento de proteinas associadas a viruléncia de

Cryptococcus spp. Nas Vias MEtabOIICAS..........c.civeii i 77



15

1 INTRODUCAO
1.1 Cryptococcus spp. e criptococose

A criptococose € uma micose sistémica que acomete os pulmdes, com tendéncia a migracédo
para o Sistema Nervoso Central (SNC), por isso as manifestagdes clinicas mais comuns séo a
doenga pulmonar e a meningoencefalite (MAY et al., 2016). Os principais sintomas e sinais da
criptococose sdo: tosse, producao de muco, dificuldade para respirar, perda de visdo, dor no peito,
febre e perda de peso (CHEN et al., 2014). Essa infeccdo é causada por fungos do género
Cryptococcus, que é constituido por aproximadamente 70 espécies, sendo C. neoformans e C. gattii
as principais espécies responsaveis por essa micose (FANG et al., 2014). Esse género pertence ao
filo Basidiomycota, uma vez que esses micro-organismos possuem uma fase sexual filamentosa
que resulta na producdo de esporos, que sdo liberados de uma estrutura denominada basidio
(IDNURM, 2010). A reproducdo de C. neoformans e C. gattii ocorre principalmente de forma
assexuada, mas essas espécies também possuem um ciclo celular sexuado, composto por dois
mating types, MATa ¢ MATa. Filobasidiella neoformans e Filobasidiella bacillispora sdo os
nomes dados aos estados sexuados de C. neoformans e C. gattii, respectivamente (COGLIATI,
2013).

Atualmente, a taxonomia desse grupo tem sido discutida ap6s HAGEN e colaboradores
(2015) sugerirem a divisao de C. gattii e C. neoformans em oito espécies haploides (HAGEN et
al., 2015) o que tem sido endossado pelo trabalho de FERNANDES e colaboradores (2017). Essa
classificacdo, entretanto, ainda ndo tem sido muito bem aceita (KWON-CHUNG et al., 2017) e a
divisdo defendida por Kwown-Chung e colaboradores (2002) em duas espécies tem prevalecido
(KWON-CHUNG et al., 2002). Recentemente, sugeriu-se a utilizacdo dos termos “complexo de
especies C. gattii” ¢ “complexo de espécies C. neoformans” para denominar esses micro-
organismos (KWON-CHUNG et al., 2017).

C. gattii e C. neoformans podem ser encontrados como saprobios no ambiente e, quando
acometem o homem, (LIN e HEITMAN, 2006) a infeccdo se d& pela inalagdo de propagulos
fangicos presentes em fontes ambientais, causando o quadro de infec¢édo criptococica (Figura 1).
Esses propagulos podem ser a levedura dessecada ou esporos, apesar de ndo haver relatos da

identificacdo de esporos no ambiente (BOTTS e HULL, 2010). O periodo de incubagdo do fungo
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varia de acordo com a espécie (CHEN et al., 2014). Para C. gattii o periodo de incubacdo é
normalmente de 6-7 meses (MACDOUGALL e FYFE, 2006); ja para C. neoformans esse periodo
pode chegar até 110 meses (GARCIA-HERMOSO et al., 1999). Casos de meningoencefalite estdo
mais comumente relacionados a infeccéo causada por C. neoformans, enquanto C. gattii estd mais
relacionado com infecgdes pulmonares (FEDER et al., 2015). Em um estudo com as linhagens C.
neoformans H99 e C. gattii R265 em modelo murino de inalacéo, foi observado que C. neoformans
cresceu mais rapidamente no cérebro, causando morte por meningoencefalite, enquanto C. gattii
apresentou um crescimento mais rapido nos pulmdes, provocando a morte dos animais sem
apresentar um quadro fulminante de meningite criptocécica (NGAMSKULRUNGROJ et al.,
2012).

Carreador e dispersador

Fontes

-
ﬁ ambientais Disseminagio
. Infecgdo hematogénica
Infec¢do animal h
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G Meningite
w % S f-:'-;'-{ 1 * criptococécica
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Figura 1: Ciclo de vida de Cryptococcus e de infec¢do do hospedeiro. Fonte: Adaptado de LIN e HEITMAN, 2006.

C. neoformans foi identificado por Sanfelice em 1894, ap0s ter sido isolado em suco de
péssego (SLOAN e PARRIS, 2014; SIDRIM e ROCHA, 2004). O primeiro registro de isolamento
dessa espécie como um patogeno foi feito por Busse e Buschke, que detectaram a presenca dessas
celulas em uma leséo de tibia (SIDRIM e ROCHA, 2004). Posteriormente, C. neoformans foi
subdividido em duas variedades, de acordo com padrées de aglutinacdo capsular, em C.
neoformans var. neoformans, com sorotipos A e D e C. neoformans var. gattii, cujos sorotipos
eram B e C (Figura 2) (FRANZOT et al., 1999). C. gattii foi descrito pela primeira vez em 1970,
ao ser isolado em um paciente africano com leucemia (VANBREUSEGHEM e TAKASHIO, 1970;
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MA e MAY, 2009; ESPINEL-INGROFF e KIDD, 2015). Estima-se que 0s sorotipos de C. gattii e
de C. neoformans divergiram um do outro ha cerca de 30-40 milhdes de anos (BAHN et al., 2005;
IDNURM et al., 2005; MAY et al., 2016). C. neoformans var. neoformans e C. neoformans var.
grubii também podem formar hibridos por meio de recombinacdo, sendo 0s mesmos do sorotipo
AD (COGLIATI, 2013).

Em 1997, BOEKHOUT e colaboradores sugeriram que essas duas variedades eram duas
espécies distintas e, no ano de 2002, C. gattii foi definitivamente considerada como uma espécie
(KWON-CHUNG et al., 2002; ESPINEL-INGROFF e KIDD, 2015). Essa classificacdo foi feita
com base em estudos filogenéticos e na auséncia de recombinacdo dos matings dos isolados de
cada espécie (KRONSTAD et al., 2011). Outra caracteristica que permite a diferenciacdo dessas
duas espécies € o metabolismo de creatinina, canavanina e glicina (CHATURVEDI e
CHATURVEDI, 2011). Em 1999, FRANZOT e colaboradores propuseram que somente as
leveduras de sorotipo D fossem denominadas C. neoformans var. neoformans, sugerindo uma nova

variedade, C. neoformans var. grubii, que é composta somente pelo sorotipo A.

A variacdo de sorotipos é determinada pela especificidade da estrutura da
glucuronoxilomanana (GXM), sendo este o principal componente da capsula polissacaridica dessas
espécies (MA e MAY, 2009). O sorotipo mais comum de C. neoformans e C. neoformans var.
grubii (sorotipo A), correspondendo a 82% do numero de casos de criptococose no mundo,
enguanto a var. neoformans (sorotipo D) é responsavel por 20-30% dos casos dessa infeccdo em
pacientes HIV-positivos no nordeste da Europa (FRANZOT, 1999; SHAPIRO et al., 2011;
SLOAN e PARRIS, 2014). Esses sorotipos divergiram ha cerca de 18 milhdes de anos (BAHN et
al., 2005; MA e MAY, 2009). Apds estudos moleculares, C. neoformans foi classificado em quatro
gendtipos, VNI, VNII, VNIII e VNIV, assim como C. gattii, que foi classificado em VGI, VGII,
VGIIl e VGIV (SHUN. LI et al., 2010). Dentre os gendtipos de C. neoformans, VNI é o mais
comumente isolado em pacientes, representando cerca de 80% dos casos de infecgdo em pacientes
HIV-positivos e outros animais (NGAMSKULRUNGROJ et al., 2012).
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Fungo patogénico Sorotipo Genotipo

//.'<.\

Cryptococcus gattii
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Figura 2: Diferentes sorotipos e genotipos dos dois principais agentes etioldgicos da criptococose, C. neoformans e
C. gattii. Fonte: Adaptado de Chaturvedi e Chaturvedi, 2011.

O aumento do numero de individuos imunocomprometidos tem sido um dos principais
fatores pelos quais a criptococose tem emergido globalmente (BAHN e JUNG, 2013). Essa é uma
das trés doencas oportunistas mais comuns em pacientes submetidos a tratamentos com esteroides,
transplantes e aqueles com deficiéncia no sistema imune (FEDER et al., 2015). Cerca de um milhéo
de casos de meningite criptocécica em pacientes com a Sindrome da Deficiéncia Adquirida
(SIDA), a AIDS, sdo relatados anualmente, sendo que o nimero de ébitos entre esses pacientes
chega a cerca de dois tercos (PARK et al., 2009; LEE et al. 2013; LIZARAZO et al., 2014). Entre
0s anos de 1996 e 2006, a frequéncia de mortes causadas pela criptococose em pacientes com AIDS
foi a maior registrada (PRADO et al., 2009). Entretanto, outros fatores também sdo responsaveis
pelo aumento de infecgdes criptococicas. Em paises desenvolvidos, onde houve uma redugdo no
numero de casos relacionados a AIDS, a medicacdo de pacientes com imunossupressores e 0 uso
de corticosteroides para o transplante de 6rgaos ou tratamento de cancer aumentou nos ultimos 30
anos, sustentando a incidéncia, ainda que pequena, de criptococose em pacientes HIV-negativos
(SLOAN e PARRIS, 2014).
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1.2 Cryptococcus neoformans

C. neoformans esta distribuido universalmente e é encontrado primariamente em solos
contaminados com guano de aves, principalmente de pombos (Columba livia) (GULLO et al.,
2013). Entretanto, essa espécie também foi isolada em outras fontes, como ar, solo e arvores (LIN
e HEITMAN, 2006). A prevaléncia do sorotipo D € maior em paises de clima temperado, em
comparacao as regides de clima tropical, devido ao fato de C. neoformans var. neoformans ser mais

sensivel a morte em decorréncia de altas temperaturas (MA e MAY, 2009).

C. neoformans é capaz de formar biofilmes em cateteres, valvulas cardiacas e outros
dispositivos médicos, representando um maior risco de infecgdes cronicas devido sua alta
resisténcia a resposta imune do hospedeiro e ao tratamento com antifungicos (SANTI et al., 2014).
Além de causar infeccdes em humanos, essa espécie também é responsavel por causar doencas em
animais selvagens e domésticos, entre eles cées, gatos, coelhos, cavalos, ovelhas e raposas (LIN e
HEITMAN, 2006).

1.3 Cryptococcus gattii

C. gattii é encontrado principalmente em regibes tropicais e subtropicais, tendo como
habitat o solo e algumas espécies arboreas (CDC, 2015; BIELSKA e MAY, 2016). O primeiro
isolamento de C. gattii ocorreu em arvores de eucalipto (Eucalyptus camaldulensis), que por muito
tempo foi tido como o Unico hébitat dessa espécie fungica (ELLIS e PFEIFFER, 1990;
CHATURVEDI e CHATURVEDI, 2011). Entretanto, em estudos posteriores, esse patdgeno foi
isolado em outras espécies vegetais. Na América do Sul e na Asia, C. gattii foi isolado em arvores
como oiti (Licania tomentosa), amendoeira (Terminalia cattapa), Cassia-rosa (Cassia grandis),
ficus (Ficus microcarpa) e jameldo (Syzygium cumini) (KAOCHAROEN et al., 2013). No Brasil,
foi relatado o isolamento de C. gattii em arvores urbanas (DIXIT et al., 2009; FARIA et al., 2010).
C. gattii era considerado predominantemente como um patogeno tropical e subtropical até que, no
ano de 1999, houve um surto de infecgdes na ilha de Vancouver, Canada (KIDD et al., 2007;
CHATURVEDI e CHATURVEDI, 2011; ESPINEL-INGROFF e KIDD, 2015). Ap0s esse surto
de criptococose, essa espécie despertou a atencdo de pesquisadores e passou a ser considerada um
problema de salde puablica. Desde entdo diversos estudos sobre esse micro-organismo foram
realizados (NGAMSKULRUNGROJ et al., 2012).
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C. gattii infecta predominantemente individuos higidos (CHEN et al., 2014). Apesar de ser
um patogeno primario, os gendtipos VGIII e VGIV estdo mais associados a pacientes infectados
pelo virus HIV do que individuos imunocompetentes, sendo isolados em 24-30% de pacientes HIV-
positivos em algumas regides da América Central e do Sul e do sudeste da Africa (SLOAN e
PARRIS, 2014; ESPINEL-INGROFF e KIDD, 2015). Em um estudo realizado com o0s quatro
genotipos de C. gattii, foi observada uma perda de enolases e de dominios de familias de
transportadores de cobre nos genotipos VGIII e VGIV, o que poderia estar associado a baixa taxa
de isolamento desses gendétipos em individuos higidos (FARRER et al., 2015). Acredita-se que C.
gattii seja mais virulento em comparacdo a C. neoformans, devido a sua capacidade de causar
varias lesbes nos pulmdes e no cérebro, enquanto C. neoformans ndo apresenta 0 mesmo perfil
(CHATURVEDI e CHATURVEDI, 2011). Quando comparado a C. neoformans, C. gattii causa
mais criptococomas no cérebro e uma menor resposta aos antifungicos empregados no tratamento
da criptococose (ESPINEL-INGROFF e KIDD, 2015). Foi relatado que, além de humanos, outros
animais apresentam a infec¢do ou sdo carreadores de C. gattii, indicando uma vasta gama de
hospedeiros desse patogeno (CHATURVEDI e CHATURVEDI, 2011).

1.4 Fatores de viruléncia

C. neoformans e C. gattii compartilham quase todos os fatores de viruléncia, um fato
interessante devido ao diferente perfil de hospedeiros que as duas espécies possuem, uma vez que
C. neoformans geralmente afeta individuos imunocomprometidos, enquanto C. gattii estd mais
comumente associado a infec¢Ges em individuos higidos (KRONSTAD et al., 2011). Dentre esses
fatores pode-se citar a cpsula polissacaridica, crescimento a 37 °C, producéo das enzimas lacase,
urease e fosfolipase e sintese de melanina (CASADEVALL et al., 2000; FEDER et al., 2015).

1.4.1 Capsula polissacaridica

A cépsula polissacaridica é composta por 90%-95% de glucuronoxilomanana (GXM) e 5%
de galactoxilomanana (GalXM), sendo as diferencas na estrutura da capsula as responsaveis pela
determinacédo dos sorotipos de C. neoformans e C. gattii (MA e MAY, 2009). Dentre as funcdes
da capsula estdo o aumento da invasividade e patogenicidade, além de proteger a levedura contra
0 ambiente e 0 hospedeiro (GULLO et al., 2013). A capsula esta presente em isolados ambientais
e provavelmente protege as células da desidratacdo (SHAPIRO et al., 2011; PRATES et al., 2013).
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Essa estrutura tem funcdo antifagocitica e interfere na ativacéo de células dendriticas, interferindo
na funcdo das células T. Além disso, GalXM induz a apoptose de células T humanas e macréfagos
tém apoptose induzida tanto por GXM quanto por GalXM (SHUN. LI et al., 2010; BIELSKA e
MAY, 2016). Outra funcdo importante da capsula é sua resisténcia a digestdo por fagossomos
(TUCKER e CASADEVALL, 2002; MA e MAY, 2009).

1.4.2 Crescimento a 37°C

A capacidade de Cryptococcus spp. de crescer a 37-39 °C, temperatura corporal de
mamiferos, permite que essas espécies causem infeccbes em humanos (IDNURM et al., 2005).
Essa termotolerancia é possibilitada por diferentes fungdes, dentre as quais estdo vias de sinaliza¢do
(KRONSTAD, et al, 2011). Apesar de ser encontrado em guano de pombos, que possuem
temperatura corporal entre 40 e 42 °C, C. neoformans ndo causa infec¢cdo nesses animais, sugerindo
que a temperatura de crescimento € um fator importante na patogenicidade desse micro-organismo
(MA e MAY, 2009). Essa capacidade de sobreviver em um ambiente a 37 °C esta relacionada a
enzima calcineurina, uma proteina serina-treonina fosfatase dependente de célcio e de calmodulina
(LIU et al., 1991).

1.4.3 Urease

A urease potencializa a penetracdo das células fungicas no sistema nervoso central
(IDNURM et al., 2005). SHI et al. (2010) demonstraram por meio de imagens em tempo real que
a migracdo de C. neoformans é dependente de urease. Para isso, foram utilizados no estudo a
linhagem selvagem H99 e um knockout para a sintese de urease. Essa enzima catalisa a hidrolise
de ureia em aménia e carbamato, aumentando a capacidade das células fungicas de alcancar o SNC
(KRONSTAD et al., 2011). FEDER et al. (2015), observaram que linhagens de C. gattii mutantes
para a sintese de urease ou que expressavam apoureases inativas enzimaticamente ndo foram
capazes de multiplicar em macrofagos, indicando a importancia desse fator de viruléncia na

patogenicidade dessa espécie.
1.4.4 Proteases e fosfolipases

Lacase e fosfolipases sdo necessarias para a saida das leveduras dos pulmdes (IDNURM et

al., 2005). Dentre as fungdes das proteinases estdo a degradacédo de proteinas do hospedeiro, dentre
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elas fibrinogénio, coladgeno, imunoglobulinas, elastina e fatores complemento (MA e MAY, 2009).
A fosfolipase B atua na invaséo dos pulmdes pelo fungo e em sua disseminagcdo (KRONSTAD, et
al., 2011). A fosfolipase B1é responsavel por facilitar a aderéncia das células no epitélio dos
pulmdes, além da sobrevivéncia e multiplicacdo dentro do patégeno nos macréfagos e

disseminacdo através do sangue e do sistema linfatico (SHUN. LI et al., 2010).
1.4.5 Melanina

A melanina protege C. neoformans contra a radiacdo ultravioleta, permitindo a
sobrevivéncia desse fungo no ambiente (CASADEVALL et al., 2000). Essa espécie é comumente
encontrada em fezes de pombos, onde parece estar em seu estado melanizado (NOSANCHUK et
al., 1999). Essa substancia pode ser produzida pela oxidacdo de catecolaminas do hospedeiro,
encontradas principalmente no cérebro, protegendo o fungo contra radicais toxicos produzidos pelo
hospedeiro (IDNURM et al., 2005). Acredita-se que o tropismo de C. neoformans pelo SNC esteja
relacionado a sua capacidade em converter catecolaminas em melanina (CASADEVALL et al.,
2000). A alta resisténcia da melanina a degradacdo confere a essa substancia a capacidade de
neutralizar radicais livres (SHUN. L1 et al., 2010). Além disso, a melanina também esta relacionada
a resisténcia de C. neoformans a alguns antifungicos, dentre eles a anfotericina B e caspofungina
(DUIN et al., 2002). Dois genes presentes no genoma de C. neoformans, LAC1 e LAC2, estéo
diretamente relacionados a sintese de melanina. LAC1, que codifica a enzima lacase, é essencial
para a producdo de melanina (IDNURM et al., 2005), que confere protecdo as leveduras contra o
estresse oxidativo provocado pelo hospedeiro (FARRER et al., 2016). LAC2 contribui para a
polimerizacdo de moléculas difenodlicas para formar a melanina (IDNURM et al., 2005).

1.5 Epidemiologia

Estudos epidemioldgicos tém sido realizados por meio do uso de ferramentas de Biologia
Molecular, tais como reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para tipagem molecular, polimorfismo
de fragmentos de restricdo (RFLP), sequenciamento de espacos intergénicos e tipagem de
sequéncias multilocus (COGLIATI, 2013; ESPINEL-INGROFF e KIDD, 2015). Embora haja uma
grande diversidade de métodos para a determinacgédo do perfil epidemioldgico de C. neoformans e
C. gattii, hd uma dificuldade na obtencdo de dados epidemioldgicos mais assertivos devido ao fato

de que a diferenciagdo de infecgBes causadas por esses patdgenos ndo é feita rotineiramente
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(CHATURVEDI e CHATURVEDI, 2011; ESPINEL-INGROFF e KIDD, 2015). Apesar disso,
diversos estudos tém sido realizados para uma maior compreensdo acerca da epidemiologia de
Cryptococcus spp. Em um estudo recente, COGLIATI (2013) analisou e compilou os dados
epidemioldgicos da criptococose em todo o mundo, fornecendo uma visdo sobre a distribuicdo

global da criptococose, bem como 0s sorotipos e gendtipos mais prevalentes em cada regido.

O genotipo VNI é o mais amplamente distribuido mundialmente, sendo o mais prevalente
em todo mundo com excecdo da Austréalia e Papua New Guiné, onde o gen6tipo VGI de C. gattii
¢ 0 mais prevalente (COGLIATE, 2013). Além disso, em um estudo realizado na india, C.
neoformans var. neoformans foi mais prevalente (LIN e HEITMAN, 2006). Em um recente estudo
em Seul, na Coréia, foi relatado que todos os isolados clinicos de C. neoformans possuiam genotipo
VNI, sendo esses isolados uma populagdo homogénea, semelhantemente ao que é observado na
China e no Japéo, que apresentam VNI como o maior genétipo isolado (PARK et al., 2014). Outro
pais no qual o VNI é o gendtipo mais prevalente € a Tailandia, com aproximadamente 95% dos
isolados clinicos e 98% de isolados ambientais apresentando genétipo (KAOCHAROEN et al.,
2013). O gendtipo VNII é raramente isolado, apesar de também apresentar distribuicdo global.
Além disso, o isolamento de VNIII parece estar diretamente relacionado com a presenca de VNIV,
uma vez que na Europa e nos EUA, onde o isolamento de VNIV € maior que em outras regides,
porcentagens semelhantes de VNIII sdo observadas (COGLIATE, 2013).

Por muito tempo acreditou-se que C. gattii era endémico em regides de clima temperado.
Entretanto, diversos relatos de casos de criptococose causada por essa espécie em locais
considerados ndo endémicos ocorreram, endossando o0 conceito de que essa espécie possui
distribuicdo global (BALTAZAR e RIBEIRO, 2008; CHATURVEDI e CHATURVEDI, 2011).
Um estudo recente apontou evidéncia de dispersdo global de C. gattii, sendo o genétipo VGI o
mais amplamente distribuido no mundo (KIDD et al.; 2007; MA e MAY, 2009; PARK et al.,
2014). Entretanto, foi observado um perfil diferente no Canada, onde um surto de criptococose
ocorreu em 1999. Dos mais de 218 isolados na ilha de VVancouver, mais de 97% eram VGII, sendo
o restante VGI (MA e MAY, 2009; BIELSKA e MAY, 2016). Atualmente, nesse pais 0 genotipo
VGII apresenta a mesma proporcao de isolamento clinico e a maior parte dos isolados ambientais
sdo VGlla (CHEN et al., 2014; ESPINEL-INGROFF e KIDD, 2015). O geno6tipo VGI é o mais

prevalente na Australia, e sua maior incidéncia é observada na populacdo aborigene situada no
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norte do pais (NGAMSKULRUNGRO!J et al., 2012). Apesar de causar infec¢des principalmente
em individuos higidos, C. gattii também apresenta risco para individuos imunocomprometidos.
Um estudo reportou a presenca dessa espécie em pacientes com o sistema imune comprometido,
no sudeste da California (BYRNES et al., 2011). Os sorotipos VGIII e VGIV estdo mais associados
a infecgbes em pacientes imunossuprimidos, incluindo aqueles com HIV/AIDS (BYRNES et al.,
2011; NGAMSKULRUNGROJ et al., 2012; ESPINEL-INGROFF e KIDD, 2015).

No Brasil, Cryptococcus neoformans é encontrado predominante nas regides sul, sudeste e
centro-oeste, enquanto C. gattii é endémico no nordeste brasileiro (GULLO et al., 2013). Em um
estudo de sorotipagem de isolados clinicos e ambientais de C. neoformans e C. gattii no Brasil,
NISHIKAWA et al., 2003, observaram a prevaléncia do sorotipo A (C. neoformans var. grubii) no
sul e sudeste, enquanto o sorotipo B (C. gattii) foi mais prevalente no nordeste do pais. Em estudo
epidemioldgico reunindo estudos de caso da criptococose no mundo, COGLIATI (2013) observou
que, na América do Sul e Central, o Brasil € o pais que apresenta 0 maior nimero de isolados. Com
5.709 isolados relatados no estudo, o Brasil foi o quarto pais do mundo com maior nimero de
isolados de Cryptococcus spp., sendo 0s genétipos VNI e VGII os mais prevalentes. Além disso, 0
pais foi 0 que apresentou o maior nimero de isolados VGII mundialmente (COGLIATI, 2013).
Um estudo de genotipagem de 50 isolados clinicos e ambientais de C. gattii no Brasil mostrou que
47 dessas amostras eram VGII, enquanto apenas trés eram VGI, sendo este um perfil sorologico
semelhante ao observado no Canada (MA e MAY, 2009; SILVA et al., 2012). Foram isolados no
pais todos os genotipos de C. gattii, exceto VGIV (COGLIATI, 2013).

1.6 Tratamento

O tratamento de micoses € dificil devido ao fato das celulas fungicas apresentarem diversas
maquinarias celulares similares as das células animais (IDNURM et al., 2005). Além disso, poucos
sdo os antifungicos disponiveis para o tratamento da criptococose em consequéncia a dificuldade
de serem desenvolvidos farmacos que atuam em alvos conservados a uma alta gama de fungos,
mas que ao mesmo tempo sejam divergentes entre fungos e células de mamiferos (CHONG et al.,
2012; FERREIRA et al., 2013).

Estudos demonstraram que a combinagéo de antimicrobianos pode reduzir drasticamente a

quantidade de antifingico necessaria para inibir completamente o crescimento do patégeno
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(CHONG et al., 2012). Essa reducdo na quantidade de antifungico empregada no tratamento da
criptococose representa uma diminuigdo da resisténcia do patogeno frente a esses farmacos. Além
disso, a combinacdo entre anfotericina B e fluconazol reduzem a toxicidade, aumentando a
tolerancia do paciente durante o tratamento (SANTOS et al., 2012). Entretanto, SANTOS e
colaboradores (2012), demonstraram que a combinacao entre anfotericina B e o fluconazol é dose-
dependente, sendo que o aumento da concentragdo de fluconazol pode resultar em um efeito
antagbnico entre esses antifungicos. Além disso, 0 sucesso da terapia com anfotericina B e
fluconazol tem se mostrado mais dificil em pacientes infectados por C. gattii, em comparacao

aqueles infectados por C. neoformans (SILVA et al., 2012).
1.6.1 Anfotericina B

No final dos anos 1950, a anfotericina B (AmB) foi introduzida como agente terapéutico
no tratamento da criptococose, permanecendo até hoje como droga de escolha no tratamento dos
pacientes que apresentam essa doenca (SAAG et al., 2000; LARSEN et al., 2004). Esse antiflngico
faz parte da classe dos poliénicos e seu alvo é o ergosterol, principal componente da membrana
celular fungica (FERREIRA et al., 2013). A anfotericina B se liga ao ergosterol, interferindo na
permeabilidade da célula em decorréncia da formacgdo de poros na membrana (RANG-DALE,
2007). O tratamento com a anfotericina B se da pela administracdo intravenosa, uma vez que a
administracdo oral resulta em uma baixa absorcdo desse antifungico. Complexos com lipossomos
também séo formados a fim de melhorar a farmacocinética e reduzir os efeitos colaterais causados
pela anfotericina B (RANG-DALE, 2007). Apesar de ser altamente eficiente, a anfotericina B ¢é
nefrotdxica, o que limita o seu uso (SANTOS et al., 2012; SLOAN e PARRIS, 2014).

1.6.2 5-Flucitosina

Introduzida no tratamento da criptococose no final dos anos 1970, a 5-Flucitosina (5-FC)
possui um baixo espectro de agéo, sendo utilizada principalmente contra leveduras (LARSEN et
al., 2004; RANG-DALE, 2007). Esse antifungico € um analogo de pirimidina, que tem como alvo
a divisdo celular, sendo convertido em 5-fluorouracil (5-FU) somente em células fungicas,
interferindo na sintese de DNA devido a inibicdo que esse antimetabo6lito promove na timidilato
sintetase (RANG-DALE, 2007; GULLO et al., 2013). Apesar da indicacdo da combinacgéo entre a



26

anfotericina B e a 5-Flucitosina durante as fases de indugéo e consolidacéo do tratamento contra a
criptococose, a 5-Flucitosina ndo esta mais disponivel para consumo no Brasil (MOREIRA, 2005).

1.6.3 Azblicos

Os azolicos foram introduzidos no tratamento da criptococose no final dos anos 1980 e
inicio dos anos 1990, sendo o fluconazol e o itraconazol antifingicos pertencentes a essa classe
(LARSEN et al., 2004). Esses farmacos atuam sobre o ergosterol, inibindo sua sintese, o0 que
culmina na alteracdo da composicdo da membrana plasmatica e, portanto, a sua integridade
(RANG-DALE et al., 2007). Essa inibigdo ocorre em decorréncia da atuagdo do fluconazol e do
itraconazol sobre a enzima codificada pelo gene ERG11 (SHAPIRO et al., 2011), a lanosterol 14-
a demetilase, promovendo o acimulo de lanosterol, que ¢ um intermediario toxico para as células
fangicas (CHONG et al., 2012). A capacidade do fluconazol de atingir altas concentragdes no
liquido cefalorraquidiano e nos liquidos oculares faz desse farmaco uma boa opcdo para o
tratamento de pacientes com meningite criptococica (RANG-DALE et al., 2007).

1.7 Resisténcia aos antifingicos

O tratamento da criptococose se da pela administracdo de fluconazol, quando a infeccdo
ndo é severa. Nos casos mais graves, a anfotericina B € utilizada, apesar de sua nefrotoxicidade
(SMITH et al., 2014). Entretanto, nos Gltimos anos tem sido observado um aumento no isolamento
de linhagens menos sensiveis e resistentes aos farmacos utilizados no tratamento da doenca (CHEN
et al., 2015; SMITH et al., 2015). C. gattii € menos suscetivel a esse farmaco, sendo observada
uma susceptibilidade menor do genotipo VGII em relagédo aos gendtipos VGI e VGII (CHONG et
al., 2012). Foi observada uma menor sensibilidade aos azolicos em linhagens de C. gattii isoladas
no Noroeste do Pacifico, em comparagdo com outras cepas de C. gattii e C. neoformans (GAST et
al., 2013).

O uso prolongado de fluconazol pode promover a resisténcia do fungo a esse antifingico
(SANTOS et al., 2014). Um estudo realizado por SILVA et al., 2012 demonstrou altos valores de
concentragdo inibitéria minima (CIM) de C. gattii frente ao fluconazol, sendo que isolados VGII
apresentaram os maiores valores de CIM. A resisténcia aos azolicos também pode causar alteracdes

morfologicas em C. gattii. Em um estudo realizado com uma linhagem com inducéo a resisténcia
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ao fluconazol, foi observada a alteracéo da capsula polissacaridica dessa levedura, bem como uma
maior internalizacdo dessa desse patdgeno por macréfagos (SANTOS et al., 2014).

MutagOes ou a superexpressdo do gene ERG11, que codifica lanosterol 14-0, demetilase,
bem como a superexpressao de proteinas relacionadas a bombas de efluxo de fluconazol sdo um
dos mecanismos pelos quais Cryptococcus spp. se tornam resistentes a esse azélico (SHAPIRO et
al., 2011; CHEN et al., 2014; BASSO et al., 2016). Em um estudo com cinco isolados clinicos
recuperados consecutivamente de um paciente com AIDS, os quatro primeiros isolados foram
sensiveis ao fluconazol, sendo que o quinto isolado apresentou resisténcia a esse antifingico. Apos
analise do gene ERG11, foi observada a substituicdo do aminoacido G484S no lanosterol 14-a
demetilase, indicando que essa mutacdo resultou em uma menor susceptibilidade ao antifungico
(RODERQO et al., 2003). O efluxo de antifingicos € um outro mecanismo regulatorio encontrado
em leveduras, conferindo uma maior resisténcia a acdo desses compostos e pode ocorrer em
consequéncia a superexpressao de genes relacionados ao transporte desses farmacos para fora das
células fungicas (CHONG et al., 2012; BASSO et al., 2016). Em um estudo foi observada a super
expressdo do mRNA responsavel por codificar o gene AFR1, que esta relacionado ao transporte
do tipo ABC em C. neoformans (SHAPIRO et al., 2011).

Um outro mecanismo de resisténcia de Cryptococcus spp. é a dissomia de cromossomos
dessas espécies, conferindo um perfil de heterorresisténcia aos antifungicos. Estudos de
hibridizacdo genémica demonstraram que a resisténcia ao fluconazol ocorreu devido a dissomia de
multiplos cromossomos do genoma fangico, sendo esse perfil de resisténcia perdido apos a

remocao do antifungico (heterorresisténcia) (SIONOV et al., 2008).
1.8 Vias metabolicas de Cryptococcus spp.

O metabolismo € caracterizado por reacOes, catalisadas por enzimas, de quebra
(catabolismo) e formacdo (anabolismo) de moléculas necessarias para a sobrevivéncia dos
organismos. Dentre as func¢des do metabolismo estdo a manutengdo da homeostase, crescimento,
producio de energia e eliminagdo de excretas (CHEN e HOFESTADT, 2006). Alteragdes no
ambiente em que 0s micro-organismos vivem implicam na necessidade de estratégias metabolicas
bastante desenvolvidas (FERNANDES et al., 2015). Pressdes ambientais podem induzir a ativacao

ou silenciamento das mesmas. Fatores como a disponibilidade de nutrientes podem influenciar o
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ajuste dos perfis de transcricdo e metabolismo dos organismos (BRILLI et al., 2007). Geralmente,
0s processos bioldgicos envolvem mais de uma via, resultando em uma conexao entre essas vias
metabolicas nos organismos (WERNER, 2008). Estudos metabdlicos envolvendo C. gattii e C.
neoformans tém sido desenvolvidos nos Gltimos anos, contribuindo para uma maior compreensao
acerca da patogenicidade desses organismos, bem como dos mecanismos de resisténcia desses

micro-organismos frente aos antifungicos atualmente empregados no tratamento da criptococose.

C. neoformans € capaz de formar biofilme, que confere maior resisténcia a antifangicos e
defesa do hospedeiro, sugerindo uma diferenciacdo no metabolismo entre células planctonicas e
células que formam biofilme (SANTI et al., 2014). Em um estudo proteémico, SANTI et al. (2014)
observaram uma maior atividade de alanina aminotransferase, catalase, superoxido dismutase e

fosfatase em biofilme de C. neoformans, quando comparado as células plancténicas.

Em um estudo sobre a resposta de C. gattii frente ao fluconazol, realizado por CHONG et
al., 2012, foi observada a inducdo da enzima piruvato quinase, componente do complexo de sintese
de acidos graxos, sugerindo que a via de sintese de acidos graxos ocorre preferencialmente durante
0 stress causado pelo tratamento com fluconazol, permitindo a recomposicdo da membrana apds
os danos causados por esse azolico. Também foi observado um aumento na expresséo de proteinas
relacionadas a sintese de proteinas, o que indica a producdo de novas proteinas. Por meio da
utilizacdo do vocabulario funcional definido pelo Gene Ontology, foi possivel caracterizar as

interacdes entre as proteinas de C. gattii frente ao estresse provocado pelo fluconazol (Figura 3).

Apesar do aumento do uso das ciéncias émicas, poucos sdo os estudos envolvendo o
proteoma total dos patdgenos do género Cryptococcus. Sendo assim, o desenvolvimento de estudos

acerca dos processos metabolicos envolvidos na patogenicidade dessas espécies se faz necessario.
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Figura 3: Resposta de C. gattii frente ao fluconazol. A andlise de redes revela agrupamento de proteinas com funcgdes
semelhantes, e proteinas com um elevado grau de conectividade. (Fonte: Adaptado de CHONG et al., 2012).

1.9 Bioinformatica

A bioinformatica é uma area de estudo que tem crescido rapidamente nos Gltimos anos,
possibilitando uma analise mais rapida de dados e o compartilhamento de informacdes bioldgicas
(ESPINDOLA et al., 2010). Essa ciéncia foi originada na década de 1960, apds o emprego do uso
de computadores na analise de dados oriundos da Biologia Molecular (CATANHO et al., 2007).
A necessidade do uso da bioinformética se deve em decorréncia do desenvolvimento de diversas
técnicas, como o sequenciamento de ultima geracdo e os dados obtidos por meio das ciéncias
omicas (PINHO et al., 2012). Na década de 1990, ap6s o advento de estudos a nivel do genoma,
transcriptoma e proteoma, a bioinformatica conquistou um maior espaco nos estudos bioldgicos,
sendo hoje de extrema importancia na anélise de dados provenientes desses estudos (CATANHO
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et al., 2007). Nesse contexto da era pds-genémica, na bioinformatica originou-se o termo 6mico,
que faz referéncia a analise dos sistemas biol6gicos como um todo, sendo que cada tipo de anélise
possui um tipo de ferramenta, base de dados e softwares que permitem a analise desses sistemas.
Dentro dessas ciéncias 6micas, esta a Metabolémica (Figura 4), que é o estudo do metabolismo dos
organismos frente a estresses causados pelo ambiente ou alteracfes genéticas (ESPINDOLA et al.,
2009).

|GENOMA ———
Bl " =~z
\~—1‘ TRANSCRIPTOMA

B o /y\ | i "

UNIDADE [ usrpape i
FUNCIONAL | /////// \\\\ | FUNCIONAL |

/ METABOLOMA

UNIDADE UNIDADE
FUNCIONAL I FUNCIONAL

| UNIDADE
| FUNCIONAL

 INTERATOMA |

Figura 4: Representagdo esquematica das principais ciéncias dmicas. Fonte: Espindola et al., 20009.

Dentre as vérias aplicacdes da bioinformatica, pode-se citar a construcao e predicao de rotas
metabolicas a partir de sequéncias gendmicas, que é possivel pelo uso de métodos baseados na
homologia entre a sequéncia analisada e as sequéncias previamente determinadas (GABALDON e
HUYNEN, 2004). A predicdo de vias metabolicas pode envolver a predicdo de vias que séo
conhecidas em outros organismos ou vias que ndo foram previamente descritas (DALE et al.,
2010). Essa estrategia pode ser empregada na producéo de substancias de importancia comercial
como terpenoides, biodiesel, &lcool e metabdlitos secundérios, por meio da predigdo de vias de
interesse, selecdo e insercdo em um organismo de facil cultivo. Além disso, novas vias podem ser
desenvolvidas ou reconstruidas para a otimizacdo da sintese de um determinado produto
(MEDEMA et al., 2012).

Diferentes algoritmos podem ser utilizados para a predicdo e reconstrugdo de vias
metabolicas, dentre os quais pode-se citar o From Metabolite to Metabolite (FMM), que permite a

reconstrucdo de vias metabdlicas de um metabolito para outro em diferentes espécies. A partir dos



31

resultados obtidos pela utilizacdo do FMM, genes especificos identificados podem ser clonados em
micro-organismos de interesse, como Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae, sendo
utilizados na fabricacdo de farmacos e biocombustiveis (CHOU et al., 2009). Outra ferramenta
utilizada na predicdo de vias metabolicas é o Biochemical Network Integrated Computational
Explorer (BNICE), que faz a predigdo de novas vias de sintese de produtos. Dependendo da busca,
esse algoritmo pode predizer até 10.000 rotas diferentes de anabolismo e catabolismo para um
determinado produto. Além disso, essa ferramenta também é capaz de predizer vias metabdlicas

desconhecidas que sejam possivelmente verdadeiras (MEDEMA et al., 2012).

Outra aplicacdo dessa ciéncia é a identificacdo de fatores de viruléncia, de alvos para
diagnostico e desenvolvimento de outros tipos de tratamento contra patdgenos (CATANHO et al.,
2007). Desse modo, a disponibilidade de genomas completos e anotados permite a geracdo de
modelos metabdlicos no nivel gendmico (DE FILIPPO et al., 2012).

A bioinformatica dispde de diversos recursos para analise de dados oriundos das ciéncias
Omicas, dentre os quais pode-se citar o Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG).
Criado em 1995, 0 KEGG é uma base de dados integrada que abrange diversos tipos de dados
como, por exemplo, mapas metabolicos, nomenclatura de enzimas, metabolitos e outras pequenas
moléculas (KANEHISA et al., 2012). Os mapas de vias KEGG séo diagramas que representam
interacdes e reacbes necessarias para 0 metabolismo, bem como o processamento de informacdes

genéticas e processos celulares (KANEHISA et al., 2012).

A bioinformatica também ¢ utilizada em estudos protedbmicos de micro-organismos de
interesse clinico. Um estudo proteémico em linhagem de C. gattii na auséncia e presenca de
fluconazol apontou diferencas na expressao de proteinas entre as duas linhagens, sendo que 12
proteinas foram identificadas somente quando o fungo foi cultivado com o antifingico. A maioria
dessas proteinas ndo possuia funcdo conhecida. Além disso, foi observada a superexpressdo de
enzimas relacionadas com a via de sintese de glicose, sugerindo que a resisténcia ao fluconazol

requer um gasto energético maior (CHONG et al., 2012).

Considerando-se a grande aplicabilidade da bioinformatica e os recursos que essa area de
estudos bioldgicos oferece, o emprego dessa ferramenta para a analise do comportamento de

organismos patogénicos como C. neoformans e C. gattii se mostra bastante promissora no que diz
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respeito a uma maior compreensao acerca dos mecanismos envolvidos na patogenicidade dessas
espécies, bem como o desenvolvimento de medidas que resultem numa maior eficacia no

tratamento da doenca.
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2 JUSTIFICATIVA

A criptococose € uma doenga que afeta, mundialmente, mais de um milh&o de pessoas por
ano, sendo o Brasil o quarto pais com maior nimero de isolados dos patégenos responsaveis por
essa doenca (COGLIATI, 2013). Ao contrario de C. neoformans, que € conhecido por afetar
principalmente individuos imunocomprometidos, C. gattii € capaz de causar, também, infec¢bes
em individuos higidos, sendo frequentemente letal (SANTOS et al., 2012). Nos ultimos anos,
diversas técnicas foram desenvolvidas para o estudo dos organismos em nivel de genoma,
transcriptoma e proteoma, sendo a bioinformatica uma importante ferramenta utilizada na anélise
dos dados obtidos (ESPINDOLA et al., 2010).

Tendo em vista a importancia clinica de Cryptococcus, a dificuldade no tratamento da
doenca e 0 aumento da resisténcia aos antifingicos, uma melhor compreensdo das rotas
metabdlicas, principalmente aquelas relacionadas a patogenicidade desse fungo, se faz necesséria.
A elucidacdo dessas vias sera til para o desenvolvimento de alvos na terapia antifingica, bem
como alternativas para o controle de infec¢Bes causadas por esses patdégenos. Para isso, se propde
a utilizacdo ferramentas de Bioinformatica para a analise e o processamento de informacdes
genéticas j& depositadas em bancos de dados como, por exemplo, o NCBI (National Center for
Biotechnology Information).


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CB0QFjAAahUKEwi-7KiC6orGAhWmL4wKHc3zDV4&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2F&ei=syp7Vf7GAabfsATN57fwBQ&usg=AFQjCNEtxijk1bbk_J3zghYe8TRBijQ4rw&bvm=bv.95515949,d.cWc
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CB0QFjAAahUKEwi-7KiC6orGAhWmL4wKHc3zDV4&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2F&ei=syp7Vf7GAabfsATN57fwBQ&usg=AFQjCNEtxijk1bbk_J3zghYe8TRBijQ4rw&bvm=bv.95515949,d.cWc
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Caracterizar, in silico, vias metabolicas de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii,

com base nas sequéncias existentes nos bancos de dados de dominio publico.
3.2 Obijetivos especificos

e Realizar a normalizacéo da anotacao estrutural e funcional dos genomas de Cryptococcus
spp. selecionados;

e realizar a predicdo de vias metabolicas;

e realizar a analise comparativa de vias metabolicas, bem como suas funcdes, além de avaliar

0 papel dessas vias na viruléncia e patogenicidade desses fungos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Scripts desenvolvidos

Os scripts desenvolvidos neste trabalho foram escritos em linguagem de programacao
PERL (https://www.perl.org/) e/ou em Bash (https://www.gnu.org/software/bash/) e em awk
(https://www.gnu.org/software/gawk/).

4.2 Genomas de Cryptococcus spp.

Os genomas de Cryptococcus spp. utilizados no presente estudo foram obtidos a partir do
banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information), o GenBank (em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para cada espécie foram utilizados trés genomas, sendo todos
armazenados pelo banco de dados do NCBI (Tabela 1). Para os genomas que ndo possuiam
predicdo génica e anotacdo funcional, as mesmas foram realizadas pelo grupo Informatica de
Biossistemas do CPgRR- Fiocruz Minas, entre 2014 e 2015, seguindo a metodologia utilizada por
TAVARES, 2016.

Tabela 1: Lista de genomas de Cryptococcus spp. utilizados para andlise.

Espécie Linhagem Sorotipo Genotipo Sequenciamento

C. neoformans var. neoformans JEC21 D VNIV Broad Institute

Broad Institute/ Duke Center for

C. neoformans var. grubii H99 A VNI
Genome Technology
C. neoformans var. neoformans B-3501A D VNIV Stanford University
C. gattii WM276 B VGI University of British Columbia
C. gattii R265 B VGII Broad Institute

C. gattii CBS7750 B VGII Centre for Genomic Regulation



https://www.gnu.org/software/bash/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

36

4.3 Anotacdo do proteoma de Cryptococcus spp.
4.3.1 Artemis

Para a visualizacdo e anotacdo de sequéncias de DNA, foi utilizada a ferramenta Artemis
(http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis), a qual é um algoritmo escrito em JAVA que
disponibiliza os resultados das andlises de predi¢do em sua interface, bem como nos respectivos
quadros de leitura (ORFs) (RUTHERFORD et al., 2000; CARVER et al., 2012).

4.3.2 Predicdo de RNAs ribossomais e RNAs transportadores

De forma a contribuir para a anotagéo funcional dos genomas utilizados no presente estudo,

foi realizada a predicdo de RNASs ribossomais e transportadores.

Os RNAs ribossomais foram preditos pelo software RNAmmer versdo 1.2
(http://www.cbs.dtu.dk/cgi-bin/nph-sw_request?rnammer).  Os seguintes parametros foram

utilizados:

perl rnammer -S euk -m lsu,ssu,tsu -gff <arquivo-de-saida-gff> -f <arquivo-de-
saida-f> -xml <arquivo-de-saida-xml> -h <arquivo-de-saida-hmm> <arquivo-de-
entrada>

Legenda dos paréametros:

-3S: euk (predicédo de RNAs de eucariotos)
-m: lsu,ssu,tsu

-Formatos de saida: gff, £, xml e h

A predicdo de RNAs transportadores foi feita pelo tRNAscan-SE versdo 1.3.1
(http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/), sendo os seguintes parametros utilizados:

tRNAscan-SE -o <output> -f <output> -m <output> <input>

Legenda dos parametros:

-0: arquivo de saida

-f: salva estruturas secundarias no arquivo de saida
-m: salva o sumdrio estatistico no arquivo de saida

Output format: Tabular

Searching with: tRNAscan + EufindtRNA -> Cove
Covariance model: TRNA2-euk.cm

tRNAscan parameters: Strict

EufindtRNA parameters: Relaxed (Int Cutoff= -32.1)



http://www.cbs.dtu.dk/cgi-bin/nph-sw_request?rnammer
http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/
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As informagdes referentes aos RNAs ribossomais e RNAs transportadores foram inseridas

em cada genoma.
4.4 Analise de similaridade de sequéncias

Uma analise de similaridade de sequéncias foi realizada utilizando-se 0s genomas
completos dos organismos do presente estudo. Para isso, um genoma de cada espécie de
Cryptococcus foi utilizado como sequéncia de busca, sendo eles das linhagens C. gattii R265 e C.
neoformans var. grubii H99. A sequéncia de C. gattii R265 foi comparada com os genomas de C.
gattii CBS 7750 e C. gattii WM276, que foram definidos como banco de dados. J& 0 genoma da
linhagem C. neoformans var. grubii H99 foi comparado aos genomas de C. neoformans B-3501A

e C. neoformans JEC21, sendo estes dois utilizados como banco de dados.

Os genomas utilizados como banco de dados foram formatados pelo programa formatdb,

sendo o0s seguintes parametros utilizados:

formatdb -i <arquivo-de-entrada> -p F -n <arquivo de saida>

Legenda dos parémetros:

-i: arquivo a ser formatado

-p: F (o arquivo possuil sequéncias de nucleotideos e ndo de proteinas)
-n: nome do arquivo de saida

Tambeém foi realizada uma comparacéo entre as duas espécies estudadas, sendo o genoma

de C. gattii R265 comparado ao da linhagem C. neoformans var. grubii H99.

O script big_blast.pl foi utilizado para a analise de similaridade de sequéncias. Esse script
executa o algoritmo BLAST e formata o output gerado por meio da execucdo do programa
MSPcrunch. Esse Gltimo por sua vez gera um arquivo que serve de entrada para o programa ACT
(Artemis Comparison Tool). O big_blast.pl apresenta valores padréo para o tamanho do fragmento,
score minimo, além de utilizar especificamente o programa blastn para realizagdo das analises. O
tamanho dos fragmentos escolhido foi de 40.000 pb e score minimo de 150. No caso de alteragdes
em relacdo a esses padrdes, os parametros devem ser assinalados na linha de comando. Como o

padrdo foi utilizado na analise, a seguinte linha de comando foi utilizada:

big blast.pl <banco-de-dados> <arquivo-fasta>
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45 ACT

O ACT é um programa derivado do Artemis, também escrito em JAVA, que permite a
visualizacdo de resultados de comparacdes por similaridade de sequéncias feitas entre diferentes
genomas. O programa é capaz de ler diferentes formatos de sequéncias, como “.embl” ou
“GENBANK”, bem como “feature tables”, e ndo apresenta restrigdo quanto ao tamanho dos
arquivos. Os arquivos de comparacdo no formato MSPcrunch, gerados pelo script big_blast.pl,

foram os arquivos de entrada para a visualizagdo da similaridade das sequéncias.
4.6 Predicao e anotacao de vias metabdlicas

A predicdo de vias metabdlicas foi realizada pela incorporacdo de anotacdo funcional com
termos definidos no Gene Ontology (GO) (http://geneontology.org/) (The Gene Ontology
Consortium, 2015). Por meio da incorporacdo desses termos anotadores foram correlacionados 0s
EC number (Enzyme Commission number) de cada enzima anotada. Para isso, 0 programa
Blast2GO PRO versédo 4.0.7 foi utilizado. Essa plataforma permite a anotagdo funcional e
mineracdo de dados genémicos pelo uso de vocabuldrios comumente utilizados em analises de
dados biologicos, tais como termos do GO, vias metabdlicas do KEGG e cddigos de enzimas (EC)
(CONESA e GOTZ, 2008).

A primeira etapa de anotacdo pelo Blast2GO consistiu em uma analise de similaridade de
sequéncias entre um banco de dados e o objeto de estudo. Para isso, uma analise de similaridade
de sequéncias entre os proteomas preditos e o banco de dados ndo redundante (NR) do NCBI foi
feita utilizando-se o algoritmo BLAST verséo 2.5.0+ e foram utilizados os pardmetros descritos a

seguir. O acesso ao banco de dados ocorreu em dezembro de 2016.

blastp -db <banco-de-dados> -query <arquivo-de-entrada> -out <arquivo-de-saida>
—outfmt 5 -num threads 45 -show gis -num alignments 5 -evalue 0.00001

Legenda dos parémetros:

-db: banco de dados

-query: arquivo de entrada

-out: arquivo de saida

-outftmt: 5 (formato xml)

-num_threads: 45 (numero de processadores)
-show _gis: mostrar GIs do NCBI
-num_aligments: 5 (numero de alinhamentos)
-evalue: 0.00001



http://geneontology.org/
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Os resultados obtidos foram utilizados como arquivo de entrada para posterior anotacéo e
mapeamento de proteinas pelo Blast2GO. O mapeamento se deu pela incorporagdo dos termos do
GO associados aos hits resultantes do alinhamento. Em seguida, 0s numeros EC das enzimas e vias
metabolicas do KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) foram inseridos na etapa de

anotacao.
4.7 Criagdo de banco de dados de viruléncia

Para a criacdo do banco de dados de proteinas relacionadas a viruléncia de Cryptococcus,
foram selecionadas proteinas do Swiss-Prot, um banco ndo redundante altamente curado cujas
proteinas sdo revisadas e manualmente anotadas (THE UNIPROT CONSORTIUM, 2014). Esse
banco foi denominado db_virulencia_crypto_swissprot e os termos utilizados para a selecdo das

9% ¢¢ 99 ¢¢

proteinas foram “cryptococcus AND laccase”, “cryptococcus AND phospholipase”, “cryptococcus
AND capsule”, “cryptococcus AND urease”, “cryptococcus AND pathogenicity”, “cryptococcus
AND superoxide dismutase”, “cryptococcus AND virulence”, “cryptococcus AND glyceraldehyde
3 phosphate” e “cryptococcus AND polysaccharide”. Proteinas repetidas foram removidas do
banco de dados por meio de uma curadoria manual. O acesso ao banco de dados do Swiss-Prot foi

realizado no periodo de 22 a 25 de novembro de 2016.
4.8 Analise de enriquecimento funcional

Visando uma maior compreensao acerca dos fatores de viruléncia de Cryptococcus spp.,
uma analise de enriquecimento funcional de fatores de viruléncia desse género foi realizada para
cada um dos proteomas preditos. Para a identificacdo de proteinas relacionadas a viruléncia nos
proteomas, foi realizada uma analise de similaridade de sequéncias entre os proteomas e um BD

de proteinas de viruléncia de Cryptococcus spp.

A andlise de similaridade de sequéncias dos proteomas preditos contra o banco
db_virulencia_crypto_swissprot foi realizada por meio do algoritmo BLAST versdo 2.5.0+ e 0s

seguintes parametros foram utilizados:
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blastp -db <db virulencia crypto swissprot> -query <arquivo-fasta> -out
<arquivo-fasta> -outfmt 7 -num threads 45 -show gis -num alignments 1 -evalue
0.00001

Legenda dos parémetros:

-db: banco de dados

-query: arquivo de entrada

-out: arquivo de saida

-outftmt: 7 (formato tabular com linhas comentadas)
-num_threads: 45 (numero de processadores)

-show _gis: mostrar GIs do NCBI

-num_aligments: 1 (numero de alinhamentos)

-evalue: 0.00001

Para analisarmos o enriquecimento funcional dos fatores de viruléncia nos proteomas
preditos, foi utilizado o programa Blast2GO PRO versao 4.0.7, que utiliza os identificadores das
proteinas associadas a viruléncia para a andlise (proteinas teste). ldentificadores repetidos de
proteinas foram removidos e o Teste Bilateral de Fisher com correcdo de Bonferroni foi empregado
para a andlise estatistica. Valores de p menores que 0,05 foram considerados significativos.

4.9 Mapeamento das vias metabdlicas e associacdo aos fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia foram mapeados nas vias metabdlicas por meio dos resultados
provenientes do Blast2GO, de modo que as proteinas associadas a viruléncia foram mapeadas em
vias metabodlicas presentes no KEGG (KANEHISA et al. 2004). Para isso, as informacdes
referentes ao mapeamento de proteinas associadas a viruléncia foram extraidas dos resultados
obtidos na anotacdo e mapeamento do proteoma total no Blast2GO. As proteinas associadas a

viruléncia foram, entdo, mapeadas nas vias metabolicas presentes no KEGG.

Adicionalmente, as vias metabolicas mapeadas dos organismos foram comparadas pelo do

uso do script compara_vias.pl. Os seguintes parametros foram utilizados:

perl compara vias.pl <arquivo-de-entrada> <arquivo-de-comparacdo> <error-log>
<arquivo-de-saida>

4.10 Analise de agrupamento

Para avaliar o conjunto de genes compartilhados entre todos 0s organismos estudados, ou
seja, 0 core genome, bem como o conjunto de genes potencialmente linhagem-especificos, foi
realizada uma andlise de agrupamento utilizando o programa OrthoMCL versdo 1.4 (LI et al.,

2003). Esse programa identifica genes ortélogos, que sdo aqueles que evoluiram de um ancestral
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comum pelo processo de especiacgdo. Essa identificagéo se faz importante em estudos de gendémica
comparativa e processos de anotacdo funcional (LI et al., 2003).

Primeiramente, o OrthoMCL realiza um blastp de um proteoma em analise contra ele
mesmo e contra 0s outros proteomas a serem analisados. As provaveis relacbes ortélogas e
paralogas sdo definidas pelos pares de sequéncias que apresentam os melhores hits provenientes
do blastp. A segunda etapa da analise consiste na conversdo dessas provaveis relacbes em um
gréafico, onde 0s nos representam as proteinas e as pontes indicam a relacdo entre essas proteinas.
Essas pontes possuem pesos calculados com base nos resultados do blast e sdo posteriormente
normalizadas. Em seguida, o algoritmo MCL (ENRIGHT et al., 2002) é utilizado para selecionar
apenas a clusterizacdo de grupos ortélogos e recentes paralogos (LI et al., 2003). Para a analise, 0s

seguintes parametros foram utilizados:

./orthomcl.pl --mode 1 --fa files <arquivo--fasta> < arquivo--fasta> < arquivo—
fasta>

Legenda dos parémetros:

OrthoMCL Mode: 1

P-value Cut-off: 1le-05
Percent Identity Cut-off: 60
Percent Match Cut-off: 60
MCL Inflation: 1.5

Maximum Weight: 316

O core genome foi avaliado pela extracdo dos resultados contendo 6 genes e 6 taxa, ou seja,
de proteinas que apresentaram clusterizacao entre todos os organismos estudados. Adicionalmente,
proteinas relacionadas a viruléncia foram identificadas para cada situacdo. Para isso, proteinas que
apresentaram hits no blastp dos proteomas preditos contra 0 BD db_virulencia_crypto_swissprot

foram comparadas com as proteinas linhagem-especificas e comuns a todos 0s organismos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Selecéo de genomas de Cryptococcus spp.

Seis genomas de Cryptococcus foram utilizados neste estudo, sendo trés de C. gattii e trés
de C. neoformans. Diversos estudos ja foram realizados com as linhagens de C. neoformans e duas
das trés de C. gattii (WM276 e R265), que foram utilizadas neste trabalho. Por esse motivo, essas
linhagens foram selecionadas para a realizacdo de comparacdes de sequéncias de nucleotideos e

predicdo e comparacao de vias metabdlicas.
5.2 Predicdo de RNAs ribossomais e RNAs transportadores

De forma a contribuir com a anotacdo dos genomas utilizados neste estudo, a predicéo de
RNAs ribossomais e RNAs transportadores foi realizada, conforme secéo 4.3.2 da metodologia.
Em relacdo aos RNAs ribossomais, a linhagem C. gattii WM276 apresentou 0 maior nimero de
RNAs preditos, com um total de 152 (Tabela 2). RNAs ribossomais sdao moléculas altamente
conservadas tanto a nivel de sequéncia quanto de estrutura. Por isso, esses RNAs podem ser
utilizados em estudos filogenéticos (LAGESEN et al., 2007).

Tabela 2: RNAs ribossomais e RNAs transportadores preditos.

rRNAs preditos

Genoma tRNAs preditos
8s 18s 28s Total

C. gattii CBS 7750 2 0 0 2 130
C. gattii R265 4 0 0 4 157
C. gattii WM276 52 50 50 152 142
C. neoformans B-3501A 4 2 2 8 139
C. neoformans H99 1 1 2 4 158
C. neoformans JEC21 5 2 2 9 141

Para todos 0s genomas estudados houve no minimo 130 RNAs transportadores preditos
(Tabela 2). Os RNAs transportadores sdo 0s principais componentes necessarios para a traducéo
de RNAs mensageiros em proteinas (LOWE e CHAN, 2016). A predicdo de RNAs transportadores

é importante devido a influéncia da composicdo desses RNAs no viés de codons observados em
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genes altamente expressos (LOWE e EDDY, 1997; SCHATTNER et al., 2005). Desse modo, a
anotacdo desses tipos de RNAs se faz necessaria em genomas.

Adicionalmente, foi realizada a predicdo desses tipos de RNAs em outros seis genomas de
organismos nao virulentos de Cryptococcus spp. Os RNAs ribossomais e transportadores preditos
foram inseridos nos genomas dos organismos utilizados, disponibilizando essas informacdes para

futuros estudos envolvendo esses organismos (dados ndo mostrados).
5.3 Analise de similaridade de sequéncias

Com o intuito de comparar 0os genomas utilizados no presente estudo, uma analise de
similaridade de sequéncias de nucleotideos foi realizada. Para isso, o script big_blast.pl foi
utilizado, conforme descrito na secdo 4.4 da metodologia. Os resultados provenientes do
alinhamento das sequéncias foram entdo utilizados para visualizacdo no ACT. Um grafico de
comparacao foi gerado para cada situacao descrita na metodologia. O genoma da linhagem C. gattii
R265 foi comparado com os outros dois genomas da mesma espécie. O mesmo foi realizado para
C. neoformans, sendo a linhagem H99 comparada as outras duas linhagens da mesma espécie,

conforme o fluxograma na pagina a seguir.
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Fluxograma 1: metodologia utilizada para a comparacao de genomas de C. neoformans.

Query Subject
C. neoformans C. neoformans L
’ Ho9 : B-3501A Neoformans
/ JEC21
formatdb formatdb
’ v
BD B-3501A BD JEC21
big_blast.pl <
Parseador
Eneeh C. neoformans C. neoformans C. neoformans
: H99 B-3501A JEC21
ACT b3
\
Grafico

Exemplo de fluxograma utilizado nas analises de similaridade de sequéncias e visualizacdo no ACT. No caso
especifico, o genoma de C. neoformans H99 (query) é comparado com os genomas das linhagens C. neoformans B-
3501A e C. neoformans JEC21 (subject), por meio do script big_blast.pl. Os resultados gerados sdo reformatados por
meio de um programa escrito em PERL, gerando arquivos no formato.crunch que permitem a visualizacdo dos
alinhamentos no act.

5.3.1 Cryptococcus neoformans

Na comparacdo entre as linhagens de C. neoformans, foram observadas regifes com

orientagdes inversas, coloridas em azul (Figura 5).
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JEC21

H99

Inversa

. Direta

B-3501A

Figura 5: Gréafico de comparacdo de similaridade global entre C. neoformans JEC21, C. neoformans H99 e C.
neoformans B-3501A (do topo para baixo), onde: A, C e E correspondem as sequéncias gendmicas dos organismos
em questdo. As regides similares entre os organismos estdo interligadas pelos segmentos de reta indicados em B e D.
Os segmentos vermelhos e azuis entre as sequéncias indicam se os alinhamentos sdo diretos ou invertidos,
respectivamente. Sequéncias com menos de 999 pb foram removidas para facilitar a visualizacao.

Em uma analise filogenética de linhagens de Cryptococcus spp., foi observado que as
linhagens C. neoformans B-3501A e C. neoformans JEC21 s&o mais proximas filogeneticamente
entre si do que com a linhagem C. neoformans H99 (D SOUZA et al., 2011). Nesse estudo, uma
analise de clusterizacdo com os proteomas preditos das linhagens H99, B-3501A, JEC21, WM276
e R265 foi realizada, por meio do programa OrthoMCL. Os alinhamentos provenientes dos grupos
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contendo cdpias Unicas de ortélogos para todas as linhagens foram entdo unidos e uma anélise
filogenética foi realizada pelo PhyML3.0, sendo as arvores geradas pelo Seaview4 (D'SOUZA et

al., 2011). Por esta razéo, um alinhamento entre essas duas linhagens foi realizado (Figura 6).

B-3501A
A
N
Ry
B
C
+ v '
' . '

Orientacdo da sequéncia

. Direta

Inversa

Figura 6 Gréafico de comparacdo de similaridade global entre C. neoformans B-3501A e C. neoformans JEC21 (do
topo para baixo), onde A e C correspondem as sequéncias gendmicas dos organismos em questdo. As regides similares
entre os organismos estdo interligadas pelos segmentos de reta indicados em B. Os segmentos vermelhos e azuis entre
as sequéncias indicam se os alinhamentos sdo diretos ou invertidos, respectivamente. Sequéncias com menos de 999
pb foram removidas para facilitar a visualizacéo.
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Foi observado que praticamente todo o genoma da linhagem B-3501A apresenta
similaridade com a sequéncia da linhagem JEC21, a nivel de nucleotideos. De acordo com
LOFTUS e colaboradores (2005), apesar de ndo ser descrito metodologicamente de uma maneira
clara quais estratégias foram utilizadas para obtencao da porcentagem de similaridade global entre
as sequéncias, foi relatado que mais de 99% dos genes da linhagem B-3501A possuem regides
apresentando mais de 98% de similaridade de nucleotideos.

5.3.2 Cryptococcus gattii

As linhagens C. gattii CBS7750 e R265 apresentaram um alto grau de similaridade (Figura
7). Ambas as linhagens possuem gendtipo VGII e foram isoladas na América do Norte, enquanto
a linhagem C. gattii linhagem WM276 ¢ um isolado ambiental cujo genoétipo € VGI. FARRER e
colaboradores (2015) observaram que o genétipo VGII foi o primeiro a divergir em C. gattii, sendo
0 grupo mais isolado filogeneticamente em comparacédo aos outros trés (VGI, VGIII e VGIV). Isso
poderia explicar o fato de que praticamente todo o genoma das linhagens C. gattii R265 e CBS

7750 apresentar um maior nimero de extensas regies similares em relacédo a C. gattii WM276.
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Figura 7: Grafico de comparacdo de similaridade global entre C. gattii WM276, C. gattii R265 e C. gattii CBS 7750
(do topo para baixo), onde: A, C e E correspondem as sequéncias gendmicas dos organismos em questdo. As regides
similares entre os organismos estdo interligadas pelos segmentos de reta indicados em B e D. Os segmentos vermelhos
e azuis entre as sequéncias indicam se os alinhamentos sdo diretos ou invertidos, respectivamente. Sequéncias com
menos de 999 pb foram removidas para facilitar a visualizacéo.

As linhagens C. gattii WM276 e C. gattii R265 apresentaram diversas regifes de
similaridade com orientacGes inversas, coloridas em azul. D'SOUZA e colaboradores (2011)
observaram um diferente perfil na orientacdo das regides de similaridade entre os genomas, no qual

poucas inversdes foram observadas para as mesmas linhagens.
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D SOUZA e colaboradores (2011) também observaram que as linhagens C. gattii R265 e
WM276 apresentam cromossomos colineares. Contudo, existem diferengas significativas na
identidade das sequéncias como um todo (divergéncia de 7,6% entre as sequéncias), bem como no

conteddo de genes presentes em cada linhagem.
5.3.3 Cryptococcus gattii vs C. neoformans

Uma comparacao entre as duas espécies de Cryptococcus foi executada, sendo 0os genomas
de C. gattii R265 e C. neoformans H99 utilizados (Figura 8).

R265

fj574700 Buasaoo Wraaico  Exesoo (7873500 Pess00 (1022000 12567600 [1a172300  [js7aToco - A

Orientacdo da sequéncia

Direta
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Figura 8: Gréfico de comparacéo de similaridade global entre C. gattii R265 e C. neoformans H99 (do topo para baixo),
onde A e C correspondem as sequéncias genémicas dos organismos em questdo. As regides similares entre os
organismos estdo interligadas pelos segmentos de reta indicados em B. Os segmentos vermelhos e azuis entre as
sequéncias indicam se os alinhamentos sdo diretos ou invertidos, respectivamente. Sequéncias com menos de 999 pb
foram removidas para facilitar a visualizag&o.

5.4 Predigdo de vias metabdlicas

Os proteomas preditos foram extraidos do Artemis e utilizados para a predi¢do de vias
metabolicas de Cryptococcus. O programa Blast2GO foi utilizado para o0 mapeamento dos termos
do GO e anotacdo dos numeros EC de enzimas, conforme descrito na secdo 4.6 de Material e
Métodos. Apenas as vias de proteinas associadas a viruléncia desses patdgenos foram selecionadas

para esta anélise.

Em relacdo a anotacdo dos numeros EC, para todos os proteomas preditos a classe de
enzimas que apresentou maior anotacdo foi a das hidrolases, enzimas que utilizam &gua para
quebrar ligagbes quimicas (Figura 9). Em um estudo de secretomas de trés linhagens de
Cryptococcus, foi observada a presenca de uma provavel Glicosil hidrolase em todos os secretomas
analisados, que provavelmente sdo proteinas degradadoras presentes no secretoma basal de fungos
(CAMPBELL et al., 2015).

Enzyme Code Distribution [C_gattii WM276---vs--mynr-blastp-b5-v5-e5-m7]

#5eqs
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600

[=]

1.- Oxidoreductases

2.- Transferases

3.- Hydrolases

4.- Lyases

EC Classes

5.-Isomerases

.- Ligases

Figura 9: Distribuicdo de nimeros EC ap6s mapeamento e anotacdo do proteoma total de C. gattii WM276 pelo
programa Blast2GO. O eixo x indica 0 nimero de sequéncias mapeadas e anotadas, enquanto o eixo y indica as classes
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de enzimas. #Seqs representa 0 nimero de sequéncias mapeadas com os nimeros EC e EC classes indica as seis classes
de enzimas associadas ao nimero EC.

Em outro estudo, LEE e colaboradores (2014) demonstraram que a hidrolase Ysal
provavelmente esta envolvida na regulacéo da resposta de Cryptococcus ao estresse provocado por
determinados agentes oxidantes. No estudo, mutantes de C. neoformans H99 para a expressao de
Ysal e o tipo selvagem foram submetidos a diferentes testes para avaliar a resposta ao estresse
oxidativo por diferentes agentes. Foi observado que as linhagens mutantes apresentaram maior
susceptibilidade a diamida, indicando que a proteina Ysal esta envolvida na resisténcia de C.

neoformans a esse agente.
5.5 Analise de enriguecimento funcional

Para uma maior compreensdo acerca da funcéo das proteinas relacionadas a viruléncia dos
organismos estudados e o papel biolégico das mesmas, uma analise de enriquecimento funcional
foi realizada utilizando o Teste Bilateral de Fisher com Correcdo de Bonferroni, abordagem
presente no programa Blast2GO, de acordo com a metodologia descrita na secdo 4.8 deste
documento. Esse teste permite verificar se os termos do Gene Ontology estdo enriquecidos em um
grupo em relacdo a um grupo de referéncia, que no presente estudo foi o proteoma total de cada

organismo.

Por meio dessa andlise, foi possivel observar as funcdes sub-representadas e super-
representadas nas proteinas relacionadas a viruléncia de Cryptococcus spp. em relagdo ao proteoma
total, permitindo uma maior compreensdo sobre as funcGes mais presentes nesse conjunto de

proteinas.

Em relacdo a categoria denominada “Processo Bioldgico” do GO, foi possivel observar um
enriquecimento dos termos explicitados na Figura 16 e na Figura 17 do apéndice deste documento
em todas as linhagens de C. gattii, exceto a C. gattii WM276, uma vez que ndo foram obtidos
resultados estatisticamente significativos na analise de enriquecimento de funcdo para essa
linhagem, com os parametros utilizados. Similarmente ao observado para as linhagens de C. gattii,
a linhagem C. neoformans var. grubii H99 apresentou enriquecimento para todos os termos. Ja para
as linhagens C. neoformans B-3501A e JEC21, a Unica funcdo sub-representada para as proteinas
associadas a viruléncia foi a de transporte transmembrana, sendo todas as outras funcGes

enriquecidas para proteinas associadas a viruléncia, em relacdo ao proteoma total.
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5.6 Mapeamento das vias metabdlicas e associagdo aos fatores de viruléncia

Apo6s uma busca por proteinas no BD Swiss-prot, utilizando os termos enumerados na se¢éo
4.7 da metodologia, foram obtidas 58 proteinas. Por meio dos resultados obtidos pelo alinhamento
entre os proteomas preditos e 0 banco de dados db_virulencia_crypto_swissprot foi possivel obter
a lista de proteinas associadas a viruléncia para cada organismo estudado. Apos 0s processos de
anotacdo e mapeamento dos proteomas no Blast2GO, os resultados referentes a proteinas
relacionadas a viruléncia foram selecionados e utilizados para 0 mapeamento de vias metabolicas
do KEGG. O conjunto de vias metabdlicas obtido para cada linhagem foi entdo comparado entre

0s organismos estudados, a fim de se obter a relacdo de vias comuns a todas as linhagens.

Observou-se que, das 29 vias metabolicas mapeadas, 16 foram comuns a todos o0s
organismos estudados (Tabela 3). A relacdo de vias mapeadas para cada organismo estudado pode

ser visualizada nas tabelas 4 a 9, presentes no Apéndice B deste documento.
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Tabela 3: Relagéo das vias metabolicas comuns a todos 0s organismos estudados.

Via metabdlica Mapa KEGG
Aminobenzoate degradation map00627
Amino sugar and nucleotide sugar metabolism map00520
Biosynthesis of antibiotics map01130
Carbon fixation in photosynthetic organisms map00710
Drug metabolism - other enzymes map00983
Fructose and mannose metabolism map00051
Glycolysis / Gluconeogenesis map00010
Monobactam biosynthesis map00261
MTOR signaling pathway map04150
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis map00400
Purine metabolism map00230
Selenocompound metabolism map00450
Sulfur metabolism map00920
T cell receptor signaling pathway map04660
Th1 and Th2 cell differentiation map04658
Thiamine metabolism map00730

Dentre as vias comuns a todos os organismos estudados, pode-se citar a via de Biossintese
de fenilalanina, tirosina e triptofano. Como exemplo, temos 0 mapeamento de enzimas para a
linhagem R265, onde é possivel observar trés enzimas mapeadas na via (Figura 10). Um estudo
sobre o papel da biossintese de triptofano na sobrevivéncia de C. neoformans demonstrou que dois
genes desta via metabdlica sdo essenciais para C. neoformans, sendo a via de biossintese de
triptofano um possivel alvo para o desenvolvimento de terapias contra esse patogeno
(FERNANDES, et al., 2015).
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Figura 10: Via de biossintese de fenilalanina, tirosina e triptofano. Nessa via, foram identificadas trés proteinas
associadas a viruléncia, sendo uma proteina para cada enzima do KEGG. As enzimas estdo destacadas em cores
diferentes no mapa, sendo elas EC: 4.1.3.27 (em azul), EC: 5.3.1.24 (em verde) e EC: 4.1.48 (em bege).
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Dentre as 16 vias comuns a todos os organismos, 6 ndo foram descritas na literatura, sendo
elas as vias de degradacdo de aminobezoato, biossintese de antibidticos, fixacdo de carbono em

organismos fotossintéticos, metabolismo de compostos de selénio e a via de sinalizacdo mTOR.

Em Aspergillus flavus, foi demonstrado que o aumento de estresse oxidativo exerce um
impacto na expressdo de genes relacionados a degradacdo de aminobenzoato (FOUNTAIN, et al.,
2016). Estudos relacionando o estresse oxidativo e a regulacdo da expressdo de genes de
degradacdo de aminobenzoatos poderiam ser realizados em linhagens de Cryptococcus spp.

Diversos micro-organismos sao capazes de sintetizar metabdlitos secundarios que sao
utilizados como antimicrobianos. Dentre esses metabdlitos pode-se citar a cefalosporina C, um
composto beta-lactamico produzido pelos fungos P.chrysogenum e Ac. chrysogenum que possui
acdo tanto contra bactérias gram-positivas quanto gram-negativas (KUCK et al., 2014). Em
decorréncia da inexisténcia de estudos que relacionem espécies de Cryptococcus a biossintese de
antibioticos, tornando a via de biossintese dessas substancias um possivel alvo para estudos

envolvendo esses micro-organismos.

A fixacdo de carbono € um importante processo na producdo de energia por organismos
autotrofos, como plantas e cianobactérias, no qual o diéxido de carbono serve como fonte para a
producdo carbono organico para o proprio fotossintetizante, bem como para organismos
heterétrofos. (HUGLER e SIEVERT, 2010). Alem da producéo de carbono organico por organismos
autétrofos, estudos tém demonstrado a importancia de enzimas dessa via para organismos
heter6trofos. Um estudo realizado com Sclerotinia sclerotiorum, um fungo fitopatogénico,
demonstrou que enzimas associadas a via de fixacdo de carbono em plantas estdo presentes no
genoma desse fungo e que algumas dessas enzimas estdo associadas a viruléncia desse micro-
organismo (LYU et al., 2015). Dessa forma, estudos envolvendo a via de assimilacdo de carbono

pode ser um possivel alvo de estudos envolvendo espécies patogénicas de Cryptococcus.

Além da determinacdo de vias comuns a todos os organismos, também foram feitas
comparagOes entre as vias mapeadas para cada organismo a fim de se obter vias metabolicas Unicas
para cada linhagem. Apds a comparacdo, foi observado que somente a linhagem H99 apresentou
uma via ndo mapeada para 0s outros organismos, sendo esta a via de fosforilacdo oxidativa (Figura
11).
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Figura 11: Via de fosforilacdo oxidativa. Nessa via, foram identificadas trés proteinas associadas a viruléncia, sendo todas relacionadas a cada enzima do KEGG.

As enzimas estdo destacadas em cores diferentes no mapa, sendo elas EC: 1.6.5.3 (em verde) e EC: 1.6.99.3 (em rosa).
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Apesar da via de fosforilagdo oxidativa estar presente em todos 0s organismos estudados,
apenas a linhagem C. neoformans H99 apresentou proteinas associadas a viruléncia mapeadas na
mesma. Em um estudo sobre desordem proteica em Cryptococcus spp. foi observado que, das seis
linhagens virulentas utilizadas para as analises, somente trés possuiam proteinas com pelo menos
uma Regido Intrinsecamente Desordenada (IDR) mapeadas na via de fosforilagdo oxidativa,
incluindo a linhagem C. neoformans H99 (TAVARES, 2016). Em outro estudo, o papel da via
glicolitica na viruléncia e persisténcia de C. neoformans no hospedeiro foi realizado. Para isso, um
mutante para a sintese da enzima piruvato quinase (pkrlA) foi utilizado e se observou uma redugéo
na produgdo de ATP por essas leveduras. Foi constatado que a utilizacdo de glicose € essencial
para a viruléncia e persisténcia desse patogeno no SNC, sendo sugerido que inibidores de glicolise

podem ser Uteis no tratamento da criptococose (PRICE et al., 2011).
5.7 Analise de agrupamento

Para a analise de agrupamento dos proteomas preditos, o programa OrhtoMCL foi utilizado,
conforme descrito na secdo 4.10 deste documento. Grupos de proteinas Ortologas foram
identificadas por meio de agrupamentos que continham uma proteina para cada organismo
estudado. Os seis proteomas preditos de Cryptococcus spp. foram utilizados para a anlise de
agrupamento, totalizando 40.967 proteinas. Foram identificados 4484 grupos, representando
26.904 sequéncias de proteinas (Figura 12). A linhagem CBS 7750 de C. gattii apresentou 0 maior
numero de proteinas linhagem-especifica (1193), enquanto a linhagem Cryptococcus gattii R265

apresentou 0 menor numero de proteinas linhagem-especifica (77).
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Figura 12: Diagrama de Venn referente a analise de agrupamento. No diagrama estdo descritos 0 nimero de genes
relacionados ao core-genome, bem como os genes linhagem-especificos. Em preto estdo destacados o nimero de
proteinas para cada situacdo e em vermelho estdo representados os genes relacionados a viruléncia de Cryptococcus e
a correspondente porcentagem dessas proteinas.

Em um estudo realizado com cinco das seis linhagens utilizadas no presente estudo (C.
gattii R265, C. gattii WM276, C. neoformans var. neoformans B-3501A, C. neoformans var. grubii
H99 e C. neoformans var. neoformans JEC21), 5.171 grupos foram identificados (D"SOUZA et
al., 2011). D'SOUZA e colaboradores tambem fizeram a predicdo de genes em C. gattii R265 e
identificaram 108 genes anotados unicamente para esse genoma, sendo a maioria deles genes de

proteinas hipotéticas.

Outro estudo de comparacdo de genomas, em que linhagens dos quatro genotipos de C.
gattii foram sequenciadas, demonstrou que cada linhagem estudada possuia genes Unicos
classificados como genes putativos envolvidos na viruléncia como, por exemplo, genes que se
ligam a ferro e cobre, bem como genes que estdo envolvidos na resposta a estresses causados as
leveduras (FARRER, et al., 2015).
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Um grande numero de genes unicos enriquecidos para proteinas de choque térmico e
dominios ao ferro € observado no genotipo VGII, sendo esses genes possivelmente responsaveis
pela hiperviruléncia desse genotipo (FARRER et al., 2015).

Das 492 proteinas linhagem-especificas identificadas na linhagem H99, duas estdo
associadas a viruléncia. Essas duas proteinas, cngru.077910 e cngru.077960, foram mapeadas na
via de fosforilagdo oxidativa, sendo esta via mapeada somente para a linhagem H99. Outro fato
relevante é que essas proteinas foram anotadas no genoma dessa linhagem como NADH
desidrogenases, sendo essa mesma funcdo atribuida as enzimas na via de fosforilacdo oxidativa
(Figura 11).

Uma andlise mais detalhada da regido do genoma em que essas proteinas estao presentes,
por meio do uso dos resultados provenientes da analise de similaridade de sequéncias e visualizacdo
no ACT revelou que ndo houve similaridade de sequéncias de nucleotideos entre a extenséo total
dos genes cngru.077910 e cngru.077960 e os genomas JEC21 e B-3501A de C. neoformans
(Figura 13). E possivel observar nos graficos provenientes do ACT que apenas um pequeno trecho
desses genes de H99 apresenta alinhamento com os genomas das outras linhagens de C.
neoformans. Esses resultados sugerem que os genomas dessas duas linhagens realmente nao

possuem essas proteinas.
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Figura 13: Representagdo grafica da comparacédo de similaridade entre trechos dos genomas de C. neoformans JEC21,
C. neoformans H99 e C. neoformans B-3501A (do topo para baixo), onde: A, C e E correspondem as sequéncias
genbmicas dos organismos em questdo. As regides similares entre os organismos estdo interligadas pelos segmentos
de reta indicados em B e D. Em C, as regides que compreendem os genes cngru.77910 e cngru.77960 estdo destacadas

em azul claro. Os trechos dos genes que apresentam similaridade com os genomas das linhagens JEC21 e B-3501A
estdo destacados em amarelo.

Similarmente, uma analise mais detalhada entre essa mesma regido onde 0s genes
cngru.077910 e cngru.077960 estdo localizados e 0 genoma da linhagem R265 de C. gattii revelou
algumas que existem grandes trechos de similaridade entre genes e 0 genoma de R265. Quando
comparado ao genoma da linhagem R265, o gene cngru.077910 apresentou similaridade de
nucleotideos em quase toda a extensdo do gene, com porcentagem de identidade de 95% (Figura
14). Entretanto, a porcéo inicial do gene cngru.077910, compreendendo as trincas de nucleotideos
que codificam os 7 primeiros aminoacidos do gene, incluindo a metionina, ndo foi alinhada com o
genoma da linhagem R265. Isso poderia justificar o fato desse genoma de C. gattii ndo ter esse
gene anotado ou da anotacdo automaética ter falhado na predicdo desse gene.
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Figura 14: Representacdo grafica da comparagdo de similaridade entre trechos dos genomas de C. gattii R265 e C.
neoformans H99 (do topo para baixo), onde A e C correspondem as sequéncias gendmicas dos organismos em quest&o,
bem como as possiveis fases de leitura. As regides similares entre os organismos estao interligadas pelos segmentos
de reta indicados em B. Em C, a regido que compreende o gene cngru.77910 esta destacada em azul. Os trechos dos
genes gque apresentam similaridade com o genoma da linhagem R265 estdo destacados em amarelo. (a) visdo global da
comparacdo entre o gene cngru.077910 e o genoma de R265; (b) detalhe da comparagéo entre os dois genomas,
mostrando que o genoma da linhagem R265 ndo possui a mesma sequéncia de nucleotideos que sdo traduzidos para
0s 7 primeiros amino&cidos da linhagem H99, indicado pela seta.

Ja a analise do gréafico de alinhamento do ACT entre a regido em que o0 gene cngru.077960
esta localizado e o0 genoma da linhagem R265 de C. gattii revelou que ha similaridade de sequéncia
de nucleotideos entre toda a extensdo do gene cngru.077960 e a regido do genoma de R265, com
porcentagem de identidade de 95% (Figura 15). Uma analise mais detalhada do grafico revelou
gue uma das fases de leitura do trecho do genoma da linhagem R265 possui a mesma sequéncia de
aminoéacidos que sdo codificados pelo gene cngru.077960. Entretanto, esse gene nao esta anotado

no genoma da linhagem R265.
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Figura 15: Gréfico de comparacdo de similaridade entre C. gattii R265 e C. neoformans H99 (do topo para baixo),
onde A e C correspondem as sequéncias gendmicas dos organismos em questdo, bem como as possiveis fases de
leitura. As regides similares entre os organismos estéo interligadas pelos segmentos de reta indicados em B. Em C, a
regido que compreende o gene cngru.77910 estdo assinaladas em azul. Os trechos dos genes que apresentam
similaridade com o genoma da linhagem R265 estdo destacados em amarelo. (a) visdo global da comparacéo entre o
gene cngru.077960 e o genoma de R265, evidenciando que existe similaridade de sequéncia de nucleotideos entre toda
a extensdo desse gene e um trecho do genoma de R265; (b) detalhe da comparagéo entre os dois genomas, mostrado a
trinca de nucleotideos que codificam o aminoacido Metionina (M), indicado pela seta.

Os genes ¢ngru.077910 e cngru.077960, anotados no genoma da linhagem H99 de C.
neoformans foram identificados como sendo linhagem-especificos, por meio dos resultados
provenientes das anélises de agrupamento feitas pelo OrthoMCL. Uma analise mais detalhada dos
resultados dos graficos gerados pelo ACT apds a andlise de similaridade de sequéncias pelo
big_blast.pl entre as regides do genoma onde esses genes estdo localizados, em comparagdo com
0s genomas das linhagens B-3501A e JEC21, foi realizada com a finalidade de verificar se esses
dois genomas realmente ndo possuiam alinhamentos entre os genes cngru.077910 e cngru.077960.

A presenca de apenas pequenos trechos de alinhamento entre os genes das linhagens e 0s genomas
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das outras linhagens de C. neoformans séo um indicativo de que esses genomas nao possuem esses
genes anotados na linhagem H99 (Figura 13). Entretanto, ndo se pode afirmar que as linhagens B-
3501A e JEC21 ndo possuem esses genes, tendo apenas como base 0 sequenciamento e anotacdo
génica. Para isso, ensaios laboratoriais precisam ser realizados para a validacdo dos resultados
observados in silico erros durante a montagem de genomas podem ocorrer em decorréncia de
diferentes motivos como, por exemplo, a excluséo de fragmentos consideradas erroneamente como

erros ou repeticdes e a insercdo de pedacos em regides ou orientacdes erradas (BAKER, 2012).

A andlise dos graficos de similaridade de sequéncias entre os genes cngru.077910 e
cngru.077960 e o genoma da linhagem R265 de C. gattii demonstrou que, para 0 gene
cngru.077960, existe uma regido no genoma da linhagem R265 que apresenta 95% de identidade
de sequéncia de nucleotideos. Outra observacdo feita é que o genoma da linhagem R265 possui 0
cddon de iniciagdo ATG, que codifica o aminoécido metionina. Esse amino&cido esta presente em
uma das possiveis fases de leitura, mas foram observadas substituicdes de aminoacidos, que
poderiam justificar o fato dessa proteina nao ter sido anotada no genoma. No entanto, essa alta
taxa de identidade entre 0 gene cngru.077960 e a regido do genoma da linhagem R265 poderia ser
um indicativo da presenca dessa proteina no genoma de C. gattii. Novamente, validacoes
experimentais seriam necessarias para confirmar a presenca ou ndo no genoma da linhagem em
questdo. Alternativamente podemos hipotetizar que um erro de anotacdo ocorreu e que na verdade
houve uma delecdo na regido N-terminal do gene. Estas questdes sé podem ser confirmadas por
meio de experimentacdo e/ou avaliacdo da qualidade de bases das leituras que geraram a sequéncia

consenso presente no genoma.

Esses dados demonstram a importdncia da re-anotagdo gendmica, da validacéo
experimental de dados oriundos de analises realizadas in silico e da anélise criteriosa dos resultados

gerados.



6

64

CONCLUSAO

Por meio dos resultados obtidos neste estudo, levantamos as seguintes hipoteses e conclusdes:

As linhagens estudadas apresentaram alta taxa de similaridade de nucleotideos.

Para todos os organismos utilizados no estudo, Proteinas associadas a viruléncia foram
mapeadas em pelo menos 16 vias metabolicas descritas no KEGG, demonstrando a
importancia destas proteinas ligadas a viruléncia no metabolismo de Cryptococcus spp.
Somente C. neoformans var. grubii, linhagem H99 apresentou enzimas associadas a
viruléncia mapeadas em uma via que nao foi mapeada nas outras linhagens, sendo que essas
enzimas atuam como desidrogenases e redutases na via de fosforilacdo oxidativa dessa
linhagem.

Mais de 99% das proteinas associadas a viruléncia identificadas nos proteomas dos
organismos estudados sdo oriundas de genes ort6logos, ou seja, genes que evoluiram de
ancestral comum pelo processo de especiacgéo.

Em vista dos resultados preliminares obtidos, avaliamos que a re-anotacdo e curadoria

manual de todos os genes preditos trariam grande beneficio e ganho nas analises.
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7 PERSPECTIVAS

1. Realizar um teste de inibicdo para avaliar a possivel biossintese de antibidticos pelas
linhagens H99 de C. neoformans e R265 de C. gattii.

2. Amplificar os genes cngru.077910 e cngru.077960 da linhagem H99 de C. neoformans e
verificar a presenca desses genes na linhagem R265 de C. gattii, bem como em outras
linhagens de C. neoformans.

3. Realizar a re-anotagdo dos genomas das linhagens H99 de C. neoformans e R265 de C.

gattii.
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9 APENDICE A - GRAFICOS RELACIONADOS A ANALISE DE
ENRIQUECIMENTO ENTRE AS ESPECIES/ LINHAGENS (PROCESSO
BIOLOGICO)
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Figura 16: Gréfico referente a analise de enriquecimento de proteinas relacionadas a viruléncia em C. gattii, linhagem
R265. O contetdo total de proteinas estd representado em vermelho. Ja o conteldo de proteinas relacionadas a
viruléncia esta representado em azul.
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Figura 17: Gréfico referente a analise de enriquecimento de proteinas relacionadas a viruléncia em C. gattii, linhagem
CBS7750. O conteldo total de proteinas esta representado em vermelho. Ja o contedo de proteinas relacionadas a
viruléncia esta representado em azul.
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Figura 18: Gréfico referente a analise de enriquecimento de proteinas relacionadas a viruléncia em C. neoformans,
linhagem B-3501A. O contetido total de proteinas estd representado em vermelho. J& o conteldo de proteinas
relacionadas a viruléncia esta representado em azul.
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Figura 19: Gréfico referente a analise de enriquecimento de proteinas relacionadas a viruléncia em C. neoformans
grubii, linhagem H99. O conteldo total de proteinas estd representado em vermelho. J& o conteido de proteinas
relacionadas a viruléncia esta representado em azul.



76

Enriched Bar Chart

% Sequences
0.0 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 9.0 95

RMA secondary structure unwinding
peptidyl-serine phosphorylation

MAPK cascade 1

rRMA processing

transrmernbrane transport 1

protein dephosphorylation A

mitetic DMA damage checkpoirt
peptidyl-threonineg phosphorylation 4
peptidyltyrosine phosphorylation 1
regulation of calourm-rmediated signaling
chitin biasyrthetic process |

external encapsulating structu... 1
positive regulation of phosphate metabaol...
positive regulation of intracellular sign... |
regulation of cell shape -

negative regulation of mitotic cell cyc... |
mitotic metaphase plate congression 4
ribasornal large subunit assernbly 4
G-protein coupled receptor signal... 1

WHIIWHWHW

B Test Set @ Reference Set

Figura 20: Gréfico referente a analise de enriquecimento de proteinas relacionadas a viruléncia em C. neoformans,
linhagem JEC21. O conteldo total de proteinas esta representado em vermelho. J& o contetido de proteinas relacionadas
a viruléncia esta representado em azul.
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10 APENDICE B - TABELAS REFERENTES AO MAPEAMENTO DE PROTEINAS ASSOCIADAS A VIRULENCIA DE
CRYPTOCOCCUS SPP. NAS VIAS METABOLICAS

Tabela 4: Vias metabolicas mapeadas em C. gattii CBS 7750.

) L Mapa Numero de . EG number. Numero de i
Via metabdlica KEGG enzimas na Enzima sequéncias Proteinas
via enzimaticas

mTOR signaling pathway map04150 1 protein kinase ec:2.7.11.24 3 Cgcbs.049220, Cgcbs.032670, Cgcbs.030160

Phenylpropanoid biosynthesis map00940 1 lactoperoxidase ec:1.11.1.7 2 Cgcbs.008010, Cgcbs.062410

Glycolysis / Gluconeogenesis map00010 2 dehydrogenase (NAD(P)+) ec:1.2.1.59 2 Cgcbs.021750, Cgcbs.030060

(phosphorylating)

Glycolysis / Gluconeogenesis map00010 2 dehydrogenase (phosphorylating)  ec:1.2.1.12 2 Cgcbs.021750, Cgcbs.030060

C5-Branched dibasic acid map00660 1 synthase ec:2.2.1.6 1 Cgcbs.003380

metabolism

Aminobenzoate degradation map00627 1 nitrophenyl phosphatase ec:3.1.3.41 7 Cgcbs.066550, Cgchs.070120, Cgchs.063480,
Cgcbs.001220, Cgcbs.049550, Cgcbs.062780,
Cgcbs.017420

Butanoate metabolism map00650 1 synthase ec:2.2.1.6 1 Cgcbs.003380

Phenylalanine, tyrosine and map00400 3 synthase, ec:4.1.3.27 1 Cgcbs.030280

tryptophan biosynthesis

Phenylalanine, tyrosine and map00400 3 isomerase, ec:5.3.1.24 1 Cgcbs.030280

tryptophan biosynthesis

Phenylalanine, tyrosine and map00400 3 synthase ec:4.1.1.48 1 Cgcbs.030280

tryptophan biosynthesis

Sulfur metabolism map00920 2 adenylyltransferase ec:2.7.7.4 1 Cgcbs.033450

Sulfur metabolism map00920 2 kinase ec:2.7.1.25 1 Cgcbs.063090

Pantothenate and CoA map00770 1 synthase ec:2.2.1.6 1 Cgcbs.003380

biosynthesis



Via metabdlica

Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics

Biosynthesis of antibiotics

Biosynthesis of antibiotics

Thiamine metabolism

Selenocompound metabolism
Monobactam biosynthesis
Purine metabolism

Purine metabolism

Purine metabolism

Mapa
KEGG
map01130
map01130
map01130
map01130
map01130

map01130

map01130

map00730

map00450
map00261
map00230

map00230

map00230

Numero de
enzimas na
via

7

7

Enzima

synthase
adenylyltransferase
synthase

isomerase

synthase

dehydrogenase (NAD(P)+)
(phosphorylating)

dehydrogenase (phosphorylating)

phosphatase

adenylyltransferase
adenylyltransferase
synthase (glutamine-hydrolysing),

adenylpyrophosphatase

phosphatase

EC number

ec:2.2.1.6
ec:2.7.7.4
ec:4.1.3.27
ec:5.3.1.24
ec:4.1.1.48

ec:1.2.1.59

ec:1.2.1.12

ec:3.6.1.15

ec:2.7.7.4
ec:2.7.7.4
ec:6.3.5.2

ec:3.6.1.3

ec:3.6.1.15

Numero de
sequéncias
enzimaticas

1

1

17

17

78

Proteinas

Cgcbs.003380
Cgcbs.033450
Cgcbs.030280
Cgcbs.030280
Cgcbs.030280

Cgcbs.021750, Cgchs.030060

Cgcbs.021750, Cgcbs.030060

Cgcbs.046520, Cgcbs.014430, Cgcbs.019720,
Cgcbs.013240, Cgcbs.050530, Cgchs.033650,
Cgcbs.034200, Cgcbs.013800, Cgcbs.049080,
Cgcbs.000090, Cgchbs.004250, Cgchs.004380,
Cgcbs.057870, Cgcbs.040930, Cgcbs.061780,
Cgcbs.001150, Cgcbs.048950

Cgcbs.033450
Cgcbs.033450
Cgcbs.036200

Cgcbs.013800, Cgcbs.046520, Cgcbs.000090,
Cgcbs.040930, Cgcbs.019720, Cgcbs.033650,
Cgcbs.034200

Cgcbs.046520, Cgcbs.014430, Cgcbs.019720,
Cgcbs.013240, Cgcbs.050530, Cgcbs.033650,

Cgcbs.034200, Cgcbs.013800, Cgchs.049080,
Cgcbs.000090, Cgchbs.004250, Cgchs.004380,

Cgcbs.057870, Cgcbs.040930, Cgcbs.061780,
Cgcbs.001150, Cgcbs.048950



Via metabdlica

Purine metabolism
Purine metabolism

Purine metabolism

Valine, leucine and isoleucine
biosynthesis

Glycerolipid metabolism
Starch and sucrose metabolism

Carbon fixation in
photosynthetic organisms

Carbon fixation in
photosynthetic organisms

Drug metabolism - other
enzymes

Drug metabolism - other
enzymes

Th1 and Th2 cell differentiation

T cell receptor signaling pathway

Amino sugar and nucleotide
sugar metabolism

Amino sugar and nucleotide
sugar metabolism

Fructose and mannose
metabolism

Mapa
KEGG

map00230
map00230
map00230

map00290

map00561
map00500

map00710

map00710

map00983

map00983

map04658

map04660

map00520

map00520

map00051

Numero de
enzimas na
via

6

6

Enzima

adenylyltransferase
carboxylase
kinase

synthase

lipase
synthase

dehydrogenase (NAD(P)+)
(phosphorylating)
dehydrogenase (phosphorylating)
synthase (glutamine-hydrolysing)

ali-esterase

phosphatase

phosphatase

synthase

isomerase

isomerase

EC number

ec:2.7.7.4
ec:4.1.1.21
ec:2.7.1.25

ec:2.2.1.6

ec:3.1.1.3
ec:2.4.1.34

ec:1.2.1.59

ec:1.2.1.12

ec:6.3.5.2

ec:3.1.1.1

ec:3.1.3.16

ec:3.1.3.16

ec:2.4.1.16

ec:5.3.1.8

ec:5.3.1.8

Numero de
sequéncias
enzimaticas

1

1

79

Proteinas

Cgcbs.033450
Cgcbs.044330
Cgcbs.063090

Cgcbs.003380

Cgcbs.044550
Cgcbs.058520

Cgcbs.021750, Cgcbs.030060

Cgcbs.021750, Cgcbs.030060

Cgcbs.036200

Cgcbs.044550

Cgcbs.066550, Cgcbs.070120, Cgebs.063480,

Cgcbs.001220, Cgcbs.049550, Cgcbs.062780,
Cgcbs.017420

Cgcbs.066550, Cgchbs.070120, Cgcbs.063480,
Cgcbs.001220, Cgcbs.049550, Cgcbs.062780,
Cgcbs.017420

Cgcbs.058710

Cgcbs.032360

Cgcbs.032360



Tabela 5: Vias metabolicas mapeadas em C. gattii R265.

Via metabdlica

Selenocompound metabolism
mTOR signaling pathway
Monobactam biosynthesis

Glycolysis / Gluconeogenesis

Glycolysis / Gluconeogenesis
Purine metabolism
Purine metabolism
Purine metabolism

Purine metabolism

Aminobenzoate degradation

Drug metabolism - other
enzymes

Carbon fixation in photosynthetic
organisms

Carbon fixation in photosynthetic
organisms

Th1 and Th2 cell differentiation
T cell receptor signaling pathway

Phenylalanine, tyrosine and
tryptophan biosynthesis

Phenylalanine, tyrosine and
tryptophan biosynthesis

Mapa
KEGG
map00450
map04150
map00261

map00010

map00010
map00230
map00230
map00230

map00230

map00627

map00983

map00710

map00710

map04658
map04660

map00400

map00400

Numero de
enzimas na
via

1

Enzima

adenylyltransferase
protein kinase
adenylyltransferase

dehydrogenase (NAD(P)+)
(phosphorylating)

dehydrogenase (phosphorylating)
synthase (glutamine-hydrolysing)
adenylyltransferase
adenylpyrophosphatase

phosphatase

nitrophenyl phosphatase

synthase (glutamine-hydrolysing)

dehydrogenase (NAD(P)+)
(phosphorylating)

dehydrogenase (phosphorylating)

phosphatase
phosphatase

synthase

isomerase

EC number

ec:2.7.7.4

ec:2.7.11.24

ec:2.7.7.4

ec:1.2.1.59

ec:1.2.1.12

ec:6.3.5.2

ec:2.7.7.4

ec:3.6.1.3

ec:3.6.1.15

ec:3.1.3.41

ec:6.3.5.2

ec:1.2.1.59

ec:1.2.1.12

ec:3.1.3.16

ec:3.1.3.16

ec:4.1.3.27

ec:5.3.1.24

Numero de
sequéncias
enzimaticas

1

2

80

Proteinas

Cgr26.018470
Cgr26.017780, Cgr26.015610
Cgr26.018470

Cgr26.009620, Cgr26.015520

Cgr26.009620, Cgr26.015520

Cgr26.024290

Cgr26.018470

Cgr26.019080, Cgr26.007870, Cgr26.018630

Cgr26.019890, Cgr26.001700, Cgr26.019080,
Cgr26.016060, Cgr26.007870, Cgr26.018630

Cgr26.011540

Cgr26.024290

Cgr26.009620, Cgr26.015520

Cgr26.009620, Cgr26.015520

Cgr26.011540
Cgr26.011540

Cgr26.015720

Cgr26.015720



Via metabdlica

Phenylalanine, tyrosine and
tryptophan biosynthesis

Sulfur metabolism

Amino sugar and nucleotide
sugar metabolism

Fructose and mannose
metabolism

Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics

Biosynthesis of antibiotics

Biosynthesis of antibiotics

Thiamine metabolism

Mapa
KEGG

map00400

map00920

map00520

map00051

map01130
map01130
map01130
map01130

map01130

map01130

map00730

Numero de
enzimas na
via

3

Enzima

synthase

adenylyltransferase

isomerase

isomerase

adenylyltransferase
synthase

isomerase

synthase

dehydrogenase (NAD(P)+)
(phosphorylating)

dehydrogenase (phosphorylating)

phosphatase

EC number

ec:4.1.1.48

ec:2.7.7.4

ec:5.3.1.8

ec:5.3.1.8

ec:2.7.7.4

ec:4.1.3.27
ec:5.3.1.24
ec:4.1.1.48

ec:1.2.1.59

ec:1.2.1.12

ec:3.6.1.15

Numero de
sequéncias
enzimaticas

1

Cgr26.015720

Cgr26.018470

Cgr26.017480

Cgr26.017480

Cgr26.018470
Cgr26.015720
Cgr26.015720

Cgr26.015720

Proteinas

Cgr26.009620, Cgr26.015520

Cgr26.009620, Cgr26.015520

81

Cgr26.019890, Cgr26.001700, Cgr26.019080,
Cgr26.016060, Cgr26.007870, Cgr26.018630



Tabela 6: Vias metabolicas mapeadas em C. gattii WM276

Via metabdlica

Atrazine degradation
mTOR signaling pathway

mTOR signaling pathway

Phenylpropanoid biosynthesis

Glycolysis / Gluconeogenesis

Glycolysis / Gluconeogenesis

C5-Branched dibasic acid
metabolism

Aminobenzoate degradation

Butanoate metabolism

Phenylalanine, tyrosine and
tryptophan biosynthesis

Phenylalanine, tyrosine and
tryptophan biosynthesis

Phenylalanine, tyrosine and
tryptophan biosynthesis

Sulfur metabolism
Sulfur metabolism

Pantothenate and CoA
biosynthesis

Mapa
KEGG

map00791
map04150

map04150

map00940

map00010

map00010

map00660

map00627

map00650

map00400

map00400

map00400

map00920
map00920

map00770

Numero de
enzimas na
via

1

Enzima

urease
protein kinase

protein kinase

lactoperoxidase

dehydrogenase (NAD(P)+)
(phosphorylating)

dehydrogenase (phosphorylating)

synthase

nitrophenyl phosphatase

synthase

synthase

isomerase

synthase

adenylyltransferase
kinase

synthase

EC number

ec:3.5.1.5

ec:2.7.11.11

ec:2.7.11.24

ec:1.11.1.7

ec:1.2.1.59

ec:1.2.1.12

ec:2.2.1.6

ec:3.1.3.41

ec:2.2.1.6

ec:4.1.3.27

ec:5.3.1.24

ec:4.1.1.48

ec:2.7.7.4

ec:2.7.1.25

ec:2.2.1.6

Numero de
sequéncias
enzimaticas

1

1

82

Proteinas

Cgwm?2_059730
Cgwm?2_002980

Cgwm2_045100, Cgwm2_029870, Cgwm2_030030,
Cgwm2_014830, Cgwm2_047290

Cgwm?2_025720, Cgwm2_033410

Cgwm2_045000, Cgwm2_036350

Cgwm?2_045000, Cgwm?2_036350
Cgwm2_010000
Cgwm2_012110, Cgwm2_012440, Cgwm2_032560,

Cgwm2_014580, Cgwm2_050010, Cgwm2_033140,
Cgwm2_051280, Cgwm2_003100

Cgwm2_010000

Cgwm?2_045230

Cgwm?2_045230

Cgwm?2_045230

Cgwm?2_047910
Cgwm?2_032900

Cgwm?2_010000



83

Glycerophospholipid map00564 1 lecithinase B ec:3.1.15 1 Cgwm?2_027320
metabolism
) . Mapa Numero de . EC number Numero de .
Via metabdélica KEGG enzimasna Enzima sequéncias Proteinas
via enzimaticas

Phosphatidylinositol signaling . ;54070 1 kinase C ec:2.7.11.13 1 Cewm2_017850

system

Biosynthesis of antibiotics map01130 7 synthase ec:2.2.1.6 1 Cgwm?2_010000,

Biosynthesis of antibiotics map01130 7 adenylyltransferase ec:2.7.7.4 1 Cgwm?2_047910,

Biosynthesis of antibiotics map01130 7 synthase ec:4.1.3.27 1 Cgwm?2_045230,

Biosynthesis of antibiotics map01130 7 isomerase ec:5.3.1.24 1 Cgwm?2_045230,

Biosynthesis of antibiotics map01130 7 synthase ec:4.1.1.48 1 Cgwm?2_045230,

Biosynthesis of antibiotics map01130 7 dehydrogenase (NAD(P)+) ec:1.2.1.59 2 Cgwm?2_045000, Cgwm2_036350

(phosphorylating)

Biosynthesis of antibiotics map01130 7 dehydrogenase (phosphorylating) ec:1.2.1.12 2 Cgwm?2_045000, Cgwm2_036350

Thiamine metabolism map00730 1 phosphatase ec:3.6.1.15 37 Cgwm2_060590, Cgwm2_037790, Cgwm2_012170,
Cgwm2_009240, Cgwm2_033970, Cgwm2_012630,
Cgwm2_025740, Cgwm?2_050640, Cgwm2_018020,
Cgwm2_048100, Cgwm?2_006420, Cgwm2_006860,
Cgwm2_044620, Cgwm2_006660, Cgwm?2_015070,
Cgwm2_062930, Cgwm2_042600, Cgwm?2_014960,
Cgwm?2_056160, Cgwm?2_013110, Cgwm2_013550,
Cgwm2_009110, Cgwm?2_038130, Cgwm2_040570,
Cgwm2_011910, Cgwm2_030130, Cgwm2_029360,
Cgwm?2_062480, Cgwm?2_045190, Cgwm2_017730,
Cgwm2_060180, Cgwm?2_048630, Cgwm?2_021390,
Cgwm?2_015160, Cgwm?2_007100, Cgwm2_046510,
Cgwm2_005860

Selenocompound metabolism map00450 1 adenylyltransferase ec:2.7.7.4 1 Cgwm?2_047910

Monobactam biosynthesis map00261 1 adenylyltransferase ec:2.7.7.4 1 Cgwm?2_047910

Purine metabolism map00230 7 synthase (glutamine-hydrolysing) ec:6.3.5.2 1 Cgwm?2_055810

Purine metabolism map00230 7 adenylpyrophosphatase ec:3.6.1.3 12 Cgwm2_056160, Cgwm2_013110, Cgwm2_013550,

Cgwm?2_038130, Cgwm?2_048630, Cgwm2_021390,



Via metabdlica

Purine metabolism

Purine metabolism
Purine metabolism
Purine metabolism
Purine metabolism
Glycerolipid metabolism

Valine, leucine and isoleucine
biosynthesis

Starch and sucrose metabolism

Drug metabolism - other
enzymes

Drug metabolism - other
enzymes

Drug metabolism - other
enzymes

Mapa
KEGG

map00230

map00230
map00230
map00230
map00230
map00561

map00290

map00500

map00983

map00983

map00983

Numero de .
enzimas na Enzima
via

7 phosphatase

7 adenylyltransferase

7 carboxylase

7 urease

7 kinase

1 lipase

1 synthase

1 synthase

3 synthase (glutamine-hydrolysing)

3 ali-esterase

3 phosphoribosyltransferase

EC number

ec:3.6.1.15

ec:2.7.7.4
ec:4.1.1.21
ec:3.5.1.5
ec:2.7.1.25
ec:3.1.1.3

ec:2.2.1.6

ec:2.4.1.34

ec:6.3.5.2

ec:3.1.1.1

ec:2.4.2.10

Numero de
sequéncias
enzimaticas

37

84

Cgwm2_048100, Cgwm?2_006420, Cgwm2_011910,
Cgwm2_030130, Cgwm?2_006660, Cgwm2_012630

Proteinas

Cgwm2_060590, Cgwm?2_037790, Cgwm2_012170,
Cgwm2_009240, Cgwm?2_033970, Cgwm2_012630,
Cgwm2_025740, Cgwm?2_050640, Cgwm?2_018020,
Cgwm2_048100, Cgwm?2_006420, Cgwm?2_006860,
Cgwm?2_044620, Cgwm2_006660, Cgwm2_015070,
Cgwm2_062930, Cgwm2_042600, Cgwm2_014960,
Cgwm2_056160, Cgwm2_013110, Cgwm2_013550,
Cgwm?2_009110, Cgwm2_038130, Cgwm2_040570,
Cgwm2_011910, Cgwm2_030130, Cgwm2_029360,
Cgwm2_062480, Cgwm2_045190, Cgwm2_017730,
Cgwm?2_060180, Cgwm2_048630, Cgwm2_021390,
Cgwm2_015160, Cgwm2_007100, Cewm2_046510,
Cgwm2_005860

Cgwm?2_047910
Cgwm?2_032130
Cgwm?2_059730
Cgwm?2_032900
Cgwm?2_031960

Cgwm?2_010000

Cgwm?2_065610

Cgwm?2_055810

Cgwm?2_027320, Cgwm?2_031960

Cgwm?2_040490



85

Carbon fixation in map00710 2 dehydrogenase (NAD(P)+) ec:1.2.1.59 2 Cgwm?2_045000, Cgwm2_036350
photosynthetic organisms (phosphorylating)
) . Mapa Numero de . EC number Numero de .
Via metabdélica KEGG enzimasna Enzima sequéncias Proteinas
via enzimaticas

Carbon f|xat|9n mn ) map00710 2 dehydrogenase (phosphorylating) ec:1.2.1.12 2 Cgwm?2_045000, Cgwm2_036350

photosynthetic organisms

Arginine biosynthesis map00220 1 urease ec:3.5.1.5 1 Cgwm?2_059730

Th1 and Th2 cell differentiation map04658 1 phosphatase ec:3.1.3.16 8 Cgwm2_012110, Cgwm2_012440, Cgwm2_032560,
Cgwm2_014580, Cgwm2_050010, Cgwm2_033140,
Cgwm2_051280, Cgwm2_003100

T cell receptor signaling map04660 1 phosphatase ec:3.1.3.16 8 Cgwm2_012110, Cgwm2_012440, Cgwm2_032560,

pathway Cgwm?2_014580, Cgwm2_050010, Cgwm?2_033140,
Cgwm2_051280, Cgwm?2_003100

Amino sugar and nucleotide map00520 2 synthase ec:2.4.1.16 4 Cgwm2_065400, Cgwm2_032760, Cewm2_021440,

sugar metabolism Cgwm2_041740

Amino sugar and nucleotide map00520 2 isomerase ec:5.3.1.8 2 Cgwm?2_047010, Cgwm2_050800

sugar metabolism

Pyrimidine metabolism map00240 1 phosphoribosyltransferase ec:2.4.2.10 1 Cgwm?2_040490

Fructose and mannose map00051 1 isomerase ec:5.3.1.8 2 Cgwm2_047010, Cgwm?2_050800

metabolism



Tabela 7: Vias metabolicas mapeadas em C. neoformans B-3501A

Via metabdlica

Atrazine degradation

mTOR signaling pathway

Phenylpropanoid biosynthesis

Glycolysis / Gluconeogenesis

Glycolysis / Gluconeogenesis

C5-Branched dibasic acid
metabolism

Aminobenzoate degradation

Butanoate metabolism

Phenylalanine, tyrosine and
tryptophan biosynthesis

Phenylalanine, tyrosine and
tryptophan biosynthesis

Phenylalanine, tyrosine and
tryptophan biosynthesis

Sulfur metabolism

Pantothenate and CoA
biosynthesis

Glycerophospholipid
metabolism

Mapa
KEGG

map00791

map04150

map00940

map00010

map00010

map00660

map00627

map00650

map00400

map00400

map00400

map00920

map00770

map00564

Numero de
enzimas na
via

1

1

Enzima

urease

protein kinase

lactoperoxidase

dehydrogenase (NAD(P)+)
(phosphorylating)

dehydrogenase (phosphorylating)

synthase

nitrophenyl phosphatase

synthase

synthase

isomerase

synthase

adenylyltransferase

synthase

lecithinase B

EC number

ec:3.5.1.5

ec:2.7.11.24

ec:1.11.1.7

ec:1.2.1.59

ec:1.2.1.12

ec:2.2.1.6

ec:3.1.3.41

ec:2.2.1.6

ec:4.1.3.27

ec:5.3.1.24

ec:4.1.1.48

ec:2.7.7.4

ec:2.2.1.6

ec:3.1.1.5

Numero de
sequéncias
enzimaticas

1

5

86

Proteinas

Cnb35.059520

Cnb35.028050, Cnb35.045160, Cnb35.014680,
Cnb35.027870, Cnb35.042980

Cnb35.031530, Cnb35.025150

Cnb35.042900, Cnb35.034720

Cnb35.042900, Cnb35.034720

Cnb35.002480

Cnb35.012020, Cnb35.012350, Cnb35.003840,
Cnb35.022250, Cnb35.012030, Cnb35.051880,
Cnb35.014420, Cnb35.030690, Cnb35.031260

Cnb35.002480

Cnb35.043110

Cnb35.043110

Cnb35.043110

Cnb35.046030

Cnb35.002480

Cnb35.023550, Cnb35.061580



Phosphatidylinositol signaling
system

Via metabdlica

Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics

Biosynthesis of antibiotics

Biosynthesis of antibiotics

Thiamine metabolism

Selenocompound metabolism
Monobactam biosynthesis
Purine metabolism

Purine metabolism

map04070

Mapa

KEGG
map01130
map01130
map01130
map01130
map01130
map01130

map01130

map01130

map00730

map00450
map00261
map00230

map00230

Numero de
enzimas na
via

8

8

kinase C

Enzima

synthase

synthase
adenylyltransferase
synthase

isomerase

synthase

dehydrogenase (NAD(P)+)
(phosphorylating)

dehydrogenase (phosphorylating)

phosphatase

adenylyltransferase
adenylyltransferase
synthase (glutamine-hydrolysing)

synthase

ec:2.7.11.13

EC number

ec:6.3.2.6
ec:2.2.1.6
ec:2.7.7.4
ec:4.1.3.27
ec:5.3.1.24
ec:4.1.1.48

ec:1.2.1.59

ec:1.2.1.12

ec:3.6.1.15

ec:2.7.7.4
ec:2.7.7.4
ec:6.3.5.2

ec:6.3.2.6

Numero de
sequéncias
enzimaticas

1

1

38

87

Cnb35.018010

Proteinas

Cnb35.030170
Cnb35.002480
Cnb35.046030
Cnb35.043110
Cnb35.043110
Cnb35.043110

Cnb35.042900, Cnb35.034720

Cnb35.042900, Cnb35.034720

Cnb35.036570, Cnb35.062320, Cnb35.015010,
Cnb35.016880, Cnb35.012520, Cnb35.017850,
Cnb35.011830, Cnb35.014820, Cnb35.025140,
Cnb35.032810, Cnb35.006540, Cnb35.052500,
Cnb35.032110, Cnb35.036190, Cnb35.060370,
Cnb35.013000, Cnb35.013440, Cnb35.036560,
Cnb35.040980, Cnb35.038940, Cnb35.020210,
Cnb35.062710, Cnb35.007100, Cnb35.007560,
Cnb35.014930, Cnb35.007360, Cnb35.028140,
Cnb35.021280, Cnb35.044360, Cnb35.045350,
Cnb35.001560, Cnb35.001680, Cnb35.007820,
Cnb35.043070, Cnb35.053920, Cnb35.018130,
Cnb35.012090, Cnb35.057860

Cnb35.046030
Cnb35.046030
Cnb35.055470

Cnb35.030170



88

Purine metabolism map00230 7 adenylpyrophosphatase ec:3.6.1.3 15 Cnb35.013440, Cnb35.036560, Cnb35.016880,
Cnb35.038940, Cnb35.012520, Cnb35.007100,
Cnb35.011830, Cnb35.028140, Cnb35.021280,
Cnb35.044360, Cnb35.045350, Cnb35.001560,
Cnb35.032810, Cnb35.053920, Cnb35.057860

Mapa Numero de EC number Numero de
Via metabdlica KEGG enzimasna Enzima sequéncias Proteinas
via enzimaticas

Purine metabolism map00230 7 phosphatase ec:3.6.1.15 38 Cnb35.036570, Cnb35.062320, Cnb35.015010,
Cnb35.016880, Cnb35.012520, Cnb35.017850,
Cnb35.011830, Cnb35.014820, Cnb35.025140,
Cnb35.032810, Cnb35.006540, Cnb35.052500,
Cnb35.032110, Cnb35.036190, Cnb35.060370,
Cnb35.013000, Cnb35.013440, Cnb35.036560,
Cnb35.040980, Cnb35.038940, Cnb35.020210,
Cnb35.062710, Cnb35.007100, Cnb35.007560,
Cnb35.014930, Cnb35.007360, Cnb35.028140,
Cnb35.021280, Cnb35.044360, Cnb35.045350,
Cnb35.001560, Cnb35.001680, Cnb35.007820,
Cnb35.043070, Cnb35.053920, Cnb35.018130,
Cnb35.012090, Cnb35.057860

Purine metabolism map00230 7 adenylyltransferase ec:2.7.7.4 1 Cnb35.046030

Purine metabolism map00230 7 carboxylase ec:4.1.1.21 1 Cnb35.030170

Purine metabolism map00230 7 urease ec:3.5.1.5 1 Cnb35.059520

Glycerolipid metabolism map00561 1 lipase ec:3.1.1.3 1 Cnb35.029990

Valine, leucine and isoleucine map00290 1 synthase ec:2.2.1.6 1 Cnb35.002480

biosynthesis

Starch and sucrose metabolism  map00500 1 synthase ec:2.4.1.34 1 Cnb35.065660

Drug metabolism - other map00983 3 synthase (glutamine-hydrolysing) ec:6.3.5.2 1 Cnb35.055470

enzymes

Drug metabolism - other map00983 3 ali-esterase, ec:3.1.1.1 3 Cnb35.023550, Cnb35.029990, Cnb35.061580

enzymes



89

Drug metabolism - other map00983 3 phosphoribosyltransferase ec:2.4.2.10 1 Cnb35.038850

enzymes

Carbon fixation in photosynthetic ) 54710 2 dehydrogenase (NAD(P)+) ec:1.2.1.59 2 Cnb35.042900, Cnb35.034720

organisms (phosphorylating)

Mapa Numero de EGnumber Numero de
Via metabdlica KEGG enzimas na Enzima sequéncias Proteinas
via enzimaticas

Carbon fixation in map00710 2 dehydrogenase (phosphorylating) ec:1.2.1.12 2 Cnb35.042900, Cnb35.034720

photosynthetic organisms

Arginine biosynthesis map00220 1 urease ec:3.5.1.5 1 Cnb35.059520

Th1 and Th2 cell differentiation = map04658 1 phosphatase ec:3.1.3.16 9 Cnb35.012020, Cnb35.012350, Cnb35.003840,
Cnb35.022250, Cnb35.012030, Cnb35.051880,
Cnb35.014420, Cnb35.030690, Cnb35.031260

T cell receptor signaling map04660 1 phosphatase ec:3.1.3.16 9 Cnb35.012020, Cnb35.012350, Cnb35.003840,

pathway Cnb35.022250, Cnb35.012030, Cnb35.051880,
Cnb35.014420, Cnb35.030690, Cnb35.031260

Amino sugar and nucleotide map00520 3 synthase ec:2.4.1.16 6 Cnb35.037890, Cnb35.040100, Cnb35.021330,

sugar metabolism Cnb35.030890, Cnb35.037900, Cnb35.065450

Amino sugar and nucleotide map00520 3 deacetylase ec:3.5.1.41 1 Cnb35.024180

sugar metabolism

Amino sugar and nucleotide map00520 3 isomerase ec:5.3.1.8 2 Cnb35.052350, Cnb35.044870

sugar metabolism

Pyrimidine metabolism map00240 1 phosphoribosyltransferase ec:2.4.2.10 1 Cnb35.038850

Fructose and mannose map00051 1 isomerase ec:5.3.1.8 2 Cnb35.052350, Cnb35.044870

metabolism



Tabela 8: Vias metabolicas mapeadas em C. neoformans var. grubii H99

Numero de
Via metabdlica 'I\(/IE?S enzimas na Enzima
via
Atrazine degradation map00791 1 urease
mTOR signaling pathway map04150 1 protein kinase
Phenylpropanoid biosynthesis map00940 1 lactoperoxidase
Glycolysis / Gluconeogenesis map00010 2 dehydrogenase (NAD(P)+)
(phosphorylating)
Glycolysis / Gluconeogenesis map00010 2 dehydrogenase (phosphorylating)
C5-Branched dibasic acid map00660 1 synthase
metabolism
Aminobenzoate degradation map00627 1 nitrophenyl phosphatase
Butanoate metabolism map00650 1 synthase
Oxidative phosphorylation map00190 2 dehydrogenase
Oxidative phosphorylation map00190 2 reductase (H+-translocating)
Phenylalanine, tyrosine and map00400 3 synthase
tryptophan biosynthesis
Phenylalanine, tyrosine and map00400 3 synthase
tryptophan biosynthesis
Phenylalanine, tyrosine and map00400 3 isomerase
tryptophan biosynthesis
Sulfur metabolism map00920 2 adenylyltransferase
Sulfur metabolism map00920 2 kinase
Pantothenate and CoA map00770 1 synthase

biosynthesis

EC number

ec:3.5.1.5

ec:2.7.11.24

ec:1.11.1.7

ec:1.2.1.59

ec:1.2.1.12

ec:2.2.1.6

ec:3.1.3.41

ec:2.2.1.6

ec:1.6.99.3

ec:1.6.5.3

ec:4.1.3.27

ec:4.1.1.48

ec:5.3.1.24

ec:2.7.7.4

ec:2.7.1.25

ec:2.2.1.6

Numero de
sequéncias
enzimaticas

1

5

Proteinas

cngru.018050

90

cngru.009790, cngru.076140, cngru.073740,

cngru.061230, cngru.061470
cngru.051200, cngru.057290

cngru.073640, cngru.065380

cngru.073640, cngru.065380

cngru.023570

cngru.010090, cngru.054540, cngru.057630,
cngru.034850, cngru.002730, cngru.025120,

cngru.034490, cngru.058310

cngru.023570

cngru.077910, cngru.077920, cngru.077960

cngru.077910, cngru.077920, cngru.077960

cngru.073880

cngru.073880

cngru.073880

cngru.076860
cngru.057880

cngru.023570



Via metabdlica

Glycerophospholipid
metabolism

Phosphatidylinositol signaling
system

Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics

Biosynthesis of antibiotics

Biosynthesis of antibiotics

Thiamine metabolism

Selenocompound metabolism
Monobactam biosynthesis

Purine metabolism

Mapa
KEGG

map00564

map04070

map01130
map01130
map01130
map01130
map01130

map01130

map01130

map00730

map00450
map00261

map00230

Numero de
enzimas na
via

1

1

1

7

Enzima

lecithinase B

kinase C

xsynthase

synthase

synthase
adenylyltransferase
isomerase

dehydrogenase (NAD(P)+)
(phosphorylating)

dehydrogenase (phosphorylating)

phosphatase

adenylyltransferase
adenylyltransferase

synthase (glutamine-hydrolysing)

EC number

ec:3.1.1.5

ec:2.7.11.13

ec:2.7.11.13
ec:4.1.3.27
ec:4.1.1.48
ec:2.7.7.4
ec:5.3.1.24

ec:1.2.1.59

ec:1.2.1.12

ec:3.6.1.15

ec:2.7.7.4
ec:2.7.7.4

ec:6.3.5.2

Numero de
sequéncias
enzimaticas

2

41

91

Proteinas

cngru.012600, cngru.053010

cngru.006210

cngru.023570
cngru.073880
cngru.073880
cngru.076860
cngru.073880

cngru.073640, cngru.065380

cngru.073640, cngru.065380

cngru.075260, cngru.029500, cngru.000360,
cngru.009530, cngru.056700, cngru.008880,
cngru.009650, cngru.011630, cngru.028170,
cngru.061110, cngru.022570, cngru.069420,
cngru.029040, cngru.063330, cngru.020170,
cngru.040480, cngru.036170, cngru.035060,
cngru.034570, cngru.017090, cngru.055890,
cngru.011170, cngru.051220, cngru.000350,
cngru.035610, cngru.022440, cngru.022580,
cngru.006350, cngru.008890, cngru.009440,
cngru.029250, cngru.063680, cngru.043320,
cngru.039390, cngru.073830, cngru.028800,
cngru.071770, cngru.001960, cngru.077610,
cngru.034280, cngru.055880

cngru.076860
cngru.076860

cngru.005880



Via metabdlica

Purine metabolism

Purine metabolism

Purine metabolism
Purine metabolism
Purine metabolism
Purine metabolism
Glycerolipid metabolism

Valine, leucine and isoleucine
biosynthesis

Starch and sucrose metabolism

Drug metabolism - other
enzymes

Drug metabolism - other
enzymes

Mapa
KEGG

map00230

map00230

map00230
map00230
map00230
map00230
map00561

map00290

map00500

map00983

map00983

Numero de .
enzimas na Enzima
via

7 phosphatase

7 adenylpyrophosphatase

7 adenylyltransferase

7 carboxylase

7 urease

7 kinase

1 lipase

1 synthase

1 synthase

3 synthase (glutamine-hydrolysing)

3 ali-esterase

EC number

ec:3.6.1.15

ec:3.6.1.3

ec:2.7.7.4
ec:4.1.1.21
ec:3.5.1.5
ec:2.7.1.25
ec:3.1.1.3

ec:2.2.1.6

ec:2.4.1.34

ec:6.3.5.2

ec:3.1.1.1

Numero de
sequéncias
enzimaticas

41

15

92

Proteinas

cngru.075260, cngru.029500, cngru.000360,
cngru.009530, cngru.056700, cngru.008880,
cngru.009650, cngru.011630, cngru.028170,
cngru.061110, cngru.022570, cngru.069420,
cngru.029040, cngru.063330, cngru.020170,
cngru.040480, cngru.036170, cngru.035060,
cngru.034570, cngru.017090, cngru.055890,
cngru.011170, cngru.051220, cngru.000350,
cngru.035610, cngru.022440, cngru.022580,
cngru.006350, cngru.008890, cngru.009440,
cngru.029250, cngru.063680, cngru.043320,
cngru.039390, cngru.073830, cngru.028800,
cngru.071770, cngru.001960, cngru.077610,
cngru.034280, cngru.055880

cngru.075260, cngru.000350, cngru.035610,
cngru.000360, cngru.022440, cngru.061110,
cngru.063330, cngru.040480, cngru.036170,
cngru.035060, cngru.028800, cngru.071770,
cngru.055890, cngru.034280, cngru.055880

cngru.076860
cngru.058890
cngru.018050
cngru.057880
cngru.059080

cngru.023570

cngru.013830

cngru.005880

cngru.059080, cngru.012600, cngru.053010



Via metabdlica

Drug metabolism - other
enzymes

Arginine biosynthesis

Carbon fixation in
photosynthetic organisms

Carbon fixation in
photosynthetic organisms

Th1 and Th2 cell differentiation

T cell receptor signaling
pathway

Amino sugar and nucleotide
sugar metabolism

Amino sugar and nucleotide
sugar metabolism

Amino sugar and nucleotide
sugar metabolism

Pyrimidine metabolism

Fructose and mannose
metabolism

Mapa
KEGG

map00983

map00220

map00710

map00710

map04658

map04660

map00520

map00520

map00520

map00240

map00051

Numero de
enzimas na
via

3

93

. EC number Numero de .
Enzima sequéncias Proteinas
enzimaticas

phosphoribosyltransferase ec:2.4.2.10 1 cngru.071870

urease ec:3.5.1.5 1 cngru.018050

dehydrogenase (NAD(P)+) ec:1.2.1.59 2 cngru.073640, cngru.065380

(phosphorylating)

dehydrogenase (phosphorylating) ec:1.2.1.12 2 cngru.073640, cngru.065380

phosphatase ec:3.1.3.16 8 cngru.010090, cngru.054540, cngru.057630,
cngru.034850, cngru.002730, cngru.025120,
cngru.034490, cngru.058310

phosphatase ec:3.1.3.16 8 cngru.010090, cngru.054540, cngru.057630,
cngru.034850, cngru.002730, cngru.025120,
cngru.034490, cngru.058310

deacetylase ec:3.5.1.41 1 cngru.052270

isomerase ec:5.3.1.8 2 cngru.075810, cngru.002110

synthase ec:2.4.1.16 5 cngru.072980, cngru.014040, cngru.058070,
cngru.043370, cngru.070470

phosphoribosyltransferase ec:2.4.2.10 1 cngru.071870

isomerase ec:5.3.1.8 2 cngru.075810, cngru.002110



94

Tabela 9: Vias metabolicas mapeadas em C. neoformans var. neoformans JEC21.

) L Mapa Numero de . EGnumber Numero de .
Via metabdlica KEGG enzimas na Enzima sequéncias Proteinas
via enzimaticas

Atrazine degradation map00791 1 urease ec:3.5.1.5 1 Cnj21.058560

mTOR signaling pathway map04150 1 protein kinase ec:2.7.11.24 5 Cnj21.042170, Cnj21.063020, Cnj21.042380,
Cnj21.034940, Cnj21.060780

Phenylpropanoid biosynthesis map00940 1 lactoperoxidase ec:1.11.1.7 2 Cnj21.038070, Cnj21.045660

Glycolysis / Gluconeogenesis map00010 2 dehydrogenase (NAD(P)+) ec:1.2.1.59 2 Cnj21.050200, Cnj21.060700

(phosphorylating)

Glycolysis / Gluconeogenesis map00010 2 dehydrogenase (phosphorylating) ec:1.2.1.12 2 Cnj21.050200, Cnj21.060700

C5-Branched dibasic acid map00660 1 synthase ec:2.2.1.6 1 Cnj21.002560

metabolism

Aminobenzoate degradation map00627 1 nitrophenyl phosphatase ec:3.1.3.41 9 Cnj21.024720, Cnj21.040900, Cnj21.024410,

Cnj21.024710, Cnj21.035190, Cnj21.045390,
Cnj21.044830, Cnj21.003790, Cnj21.010260

Butanoate metabolism map00650 1 synthase ec:2.2.1.6 1 Cnj21.002560
Phenylalanine, tyrosine and map00400 3 synthase ec:4.1.3.27 1 Cnj21.060900
tryptophan biosynthesis

Phenylalanine, tyrosine and map00400 3 synthase ec:4.1.1.48 1 Cnj21.060900
tryptophan biosynthesis

Phenylalanine, tyrosine and map00400 3 isomerase ec:5.3.1.24 1 Cnj21.060900
tryptophan biosynthesis

Sulfur metabolism map00920 2 adenylyltransferase ec:2.7.7.4 1 Cnj21.063910
Sulfur metabolism map00920 2 kinase ec:2.7.1.25 1 Cnj21.045160
Pantothenate and CoA map00770 1 synthase ec:2.2.1.6 1 Cnj21.002560

biosynthesis

Glycerophospholipid map00564 1 lecithinase B ec:3.1.1.5 2 Cnj21.039590, Cnj21.018700
metabolism



Via metabdlica

Phosphatidylinositol signaling
system

Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics
Biosynthesis of antibiotics

Biosynthesis of antibiotics

Biosynthesis of antibiotics

Thiamine metabolism

Selenocompound metabolism
Monobactam biosynthesis
Purine metabolism

Purine metabolism

Mapa
KEGG
map04070
map01130
map01130
map01130
map01130
map01130
map01130

map01130

map01130

map00730

map00450
map00261
map00230

map00230

Numero de
enzimas na
via

1

8

Enzima

kinase C

synthase

synthase

synthase

synthase
adenylyltransferase
isomerase

dehydrogenase (NAD(P)+)
(phosphorylating)

dehydrogenase (phosphorylating)

phosphatase

adenylyltransferase
adenylyltransferase
synthase (glutamine-hydrolysing)

phosphatase

EC number Numero de
sequéncias
enzimaticas

ec:2.7.11.13 1
ec:2.2.1.6 1
ec:4.1.3.27 1
ec:4.1.1.48 1
ec:6.3.2.6 1
ec:2.7.7.4 1
ec:5.3.1.24 1
ec:1.2.1.59 2
ec:1.2.1.12 2
ec:3.6.1.15 39
ec:2.7.7.4 1
ec:2.7.7.4 1
ec:6.3.5.2 1
ec:3.6.1.15 39

95

Proteinas

Cnj21.031690
Cnj21.002560
Cnj21.060900
Cnj21.060900
Cnj21.044360
Cnj21.063910
Cnj21.060900

Cnj21.050200, Cnj21.060700

Cnj21.050200, Cnj21.060700

Cnj21.008320, Cnj21.007650, Cnj21.055590,
Cnj21.006980, Cnj21.007410, Cnj21.048360,
Cnj21.024650, Cnj21.029560, Cnj21.042450,
Cnj21.038090, Cnj21.019470, Cnj21.023760,
Cnj21.024910, Cnj21.001730, Cnj21.062180,
Cnj21.031570, Cnj21.007220, Cnj21.006990,
Cnj21.034620, Cnj21.006430, Cnj21.031850,
Cnj21.034800, Cnj21.034700, Cnj21.048370,
Cnj21.028500, Cnj21.023330, Cnj21.046230,
Cnj21.060130, Cnj21.060870, Cnj21.009660,
Cnj21.063200, Cnj21.024240, Cnj21.048750,
Cnj21.001600, Cnj21.062170, Cnj21.046910,
Cnj21.019860, Cnj21.053540, Cnj21.057740

Cnj21.063910
Cnj21.063910
Cnj21.013490

Cnj21.008320, Cnj21.007650, Cnj21.055590,
Cnj21.006980, Cnj21.007410, Cnj21.048360,



Via metabdlica

Purine metabolism

Purine metabolism

Purine metabolism
Purine metabolism
Purine metabolism
Purine metabolism

Valine, leucine and isoleucine
biosynthesis

Glycerolipid metabolism

Starch and sucrose
metabolism

Drug metabolism - other
enzymes

Drug metabolism - other enzymes

Mapa
KEGG
map00230

map00230

map00230
map00230
map00230
map00230

map00290

map00561

map00500

map00983

map00983

Numero de
enzimas na
via

8

8

Enzima

synthase

adenylpyrophosphatase

adenylyltransferase
xcarboxylase
urease

kinase

synthase

lipase

synthase

synthase (glutamine-hydrolysing)

ali-esterase

EC number

ec:6.3.2.6

ec:3.6.1.3

ec:2.7.7.4

ec:2.7.7.4

ec:3.5.15

ec:2.7.1.25

ec:2.2.1.6

ec:3.1.1.3

ec:2.4.1.34

ec:6.3.5.2

ec:3.1.1.1

Numero de
sequéncias
enzimaticas

1

17

96

Cnj21.024650, Cnj21.029560, Cnj21.042450,
Cnj21.038090, Cnj21.019470, Cnj21.023760,
Cnj21.024910, Cnj21.001730, Cnj21.062180,
Cnj21.031570, Cnj21.007220, Cnj21.006990,
Cnj21.034620, Cnj21.006430, Cnj21.031850,
Cnj21.034800, Cnj21.034700, Cnj21.048370,
Cnj21.028500, Cnj21.023330, Cnj21.046230,
Cnj21.060130, Cnj21.060870, Cnj21.009660,
Cnj21.063200, Cnj21.024240, Cnj21.048750,
Cnj21.001600, Cnj21.062170, Cnj21.046910,
Cnj21.019860, Cnj21.053540, Cnj21.057740

Proteinas

Cnj21.044360

Cnj21.008320, Cnj21.006990, Cnj21.055590,
Cnj21.006980, Cnj21.048360, Cnj21.048370,
Cnj21.028500, Cnj21.023330, Cnj21.060130,
Cnj21.063200, Cnj21.024240, Cnj21.042450,
Cnj21.001600, Cnj21.062170, Cnj21.024910,
Cnj21.046910, Cnj21.062180

Cnj21.063910
Cnj21.044360
Cnj21.058560
Cnj21.045160

Cnj21.002560

Cnj21.044200

Cnj21.022610

Cnj21.013490

Cnj21.039590, Cnj21.044200, Cnj21.018700



Via metabdlica

Drug metabolism - other
enzymes
Arginine biosynthesis

Carbon fixation in photosynthetic
organisms

Carbon fixation in
photosynthetic organisms

Th1 and Th2 cell
differentiation

T cell receptor signaling
pathway

Amino sugar and nucleotide
sugar metabolism

Amino sugar and nucleotide
sugar metabolism

Amino sugar and nucleotide
sugar metabolism

Pyrimidine metabolism

Fructose and mannose
metabolism

Mapa
KEGG

map00983

map00220
map00710

map00710

map04658

map04660

map00520

map00520

map00520

map00240

map00051

Numero de
enzimas na
via

3

Enzima

phosphoribosyltransferase

urease

dehydrogenase (NAD(P)+)
(phosphorylating)

dehydrogenase (phosphorylating)

phosphatase

phosphatase

deacetylase

isomerase

synthase

phosphoribosyltransferase

isomerase

EC number

ec:2.4.2.10

ec:3.5.1.5
ec:1.2.1.59

ec:1.2.1.12

ec:3.1.3.16

ec:3.1.3.16

ec:3.5.1.41

ec:5.3.1.8

ec:2.4.1.16

ec:2.4.2.10

ec:5.3.1.8

Numero de
sequéncias
enzimaticas

1

97

Proteinas

Cnj21.055660

Cnj21.058560
Cnj21.050200, Cnj21.060700

Cnj21.050200, Cnj21.060700

Cnj21.024720, Cnj21.040900, Cnj21.024410,
Cnj21.024710, Cnj21.035190, Cnj21.045390,
Cnj21.044830, Cnj21.003790, Cnj21.010260

Cnj21.024720, Cnj21.040900, Cnj21.024410,
Cnj21.024710, Cnj21.035190, Cnj21.045390,
Cnj21.044830, Cnj21.003790, Cnj21.010260

Cnj21.038990

Cnj21.009800, Cnj21.062720

Cnj21.056500, Cnj21.045020, Cnj21.022400,
Cnj21.028440, Cnj21.054430

Cnj21.055660

Cnj21.009800, Cnj21.062720



