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RESUMO

Micro-organismos patogénicos podem encontrar em nichos do
hospedeiro diferentes fontes de carbono geradoras de propionil-CoA, dentre
elas, o propionato. Este composto € toxico para a célula se acumulado no seu
interior, e pode ser gerado nos tecidos do hospedeiro pelo metabolismo dos
aminodcidos isoleucina, valina e metionina, ou pelo metabolismo de acidos
graxos de cadeia impar. Portanto, durante a infeccdo, o metabolismo de
propionil-CoA a um nutriente ndo téxico e aproveitavel energeticamente se faz
de grande relevancia. Contudo, ndo ha estudos sobre a via de metabolizagédo
de propionil-CoA em fungo do género Paracoccidioides, causador da
paracoccidioidomicose, uma micose sistémica de alta incidéncia na América
Latina. Sendo assim, para caracterizacdo de qual via metabdlica este
organismo utiliza para metabolizacdo de propionil-CoA, foi feita uma busca dos
genes codificantes para enzimas do ciclo do metilcitrato no genoma de
Paracoccidioides spp. e foram identificados genes codificantes para as trés
enzimas exclusivas desse ciclo, as quais sao metilcitrato sintase, metilcitrato
desidrogenase e metilcitrato liase. Apés andlise de crescimento e viabilidade, a
qual demonstrou que Paracoccidioides lutzii utiliza propionato como fonte de
carbono, foi feita a andlise de expressao génica das enzimas do ciclo do
metilcitrato e observou-se que sdo reguladas em resposta ao propionato.
Adicionalmente, a atividade enzimatica da MCS demonstrou que essa enzima é
ativa no interior da célula fiangica ou mesmo quando € secretada. Além disso,
foi demostrada sua capacidade de atuar também como uma citrato sintase. Por
fim, o perfil prote6mico de P. lutzii em propionato mostrou a induc¢éo do ciclo do
metilcitrato, ciclo do glioxilato, metabolismo de aminoacidos e gliconeogénese,
e a repressao de vias como glicélise, fermentacéo e sintese de acidos graxos,
0s quais demonstram o rearranjo metabdlico para suprir a demanda energética
celular metabolizando propionato. Neste sentido, entender os mecanismos pelo
qual P. lutzii langca mé&o para metabolizar propionil-CoA permite a compreenséo
dos mecanismos de adaptacdo metabdlica que esse fungo lanca mao em
diferentes nichos de colonizacao.

Palavras-chave: Paracoccidioides lutzii, paracoccidioidomicose, ciclo do
metilcitrato.



ABSTRACT

Pathogens can find different carbon sources in host niches generating
propionyl-CoA, among them propionate. This compound is toxic to the organism
if accumulated within the cell, and can be generated in the host tissue by the
metabolism of amino acids isoleucine, valine and methionine, or by the
metabolism of odd-chain fatty acids. Therefore, during infection, the propionyl-
CoA metabolism to nontoxic nutrient and usable energetically is of great
relevance. Nonetheless, there are no studies about the propionyl-CoA
metabolization pathway in fungi of the genus Paracoccidioides, causer of
paracoccidioidomycosis, a systemic mycosis of high incidence in Latin America.
Thus, to characterize of which metabolic pathway this fungus utilizes to
propionyl-CoA metabolization, it was made a search the genes coding to
enzymes of methylcitrate cycle in genome of Paracoccidioides spp. and were
identified genes coding to the three exclusive enzymes of this cycle, which are
methylcitrate synthase, methyicitrate dehydrogenase and methyicitrate lyase.
After analysis of growth and viability, which demonstrated that Paracoccidioides
lutzii utilizes propionate as carbon source, it was made gene expression
analysis of enzymes of methylcitrate cycle and was observed that are regulated
in response to propionate. Additionally, the enzymatic activity of the MCS
showed that this enzyme is active inside of fungal cells and also when is
secreted, as well as its dual capacity of to act with a citrate synthase and
metylcitrate synthase. Finally, the proteomic profile of P. lutzii in propionate
showed enzymes induction of methylcitrate cycle, glyoxylate cycle, amino acid
metabolism and gluconeogenesis, and the repression of glycolytic pathway,
fermentation and fatty acid synthesis, which demonstrated of metabolic
rearrangement to supply the cellular energetic demand, metabolizing
propionate. In this sense, to understand the mechanism of propionyl-CoA
metabolism in P. lutzii provides data for visualization of metabolic adaptation
that this fungus makes use in different colonization of niches.

Keywords: Paracoccidioides lutzii, paracoccidioimycosis, methyicitrate cycle.



INTRODUCAO
1.1 — Aspectos gerais

O género Paracoccidioides inclui as espécies Paracoccidioides
brasiliensis e Paracoccidioides lutzii (TEIXEIRA et al., 2009), ambos agentes
etiologicos da paracoccidioidomicose (PCM) (RESTREPO-MORENO, 1970), uma
importante micose sistémica endémica na América Latina (RESTREPO et al.,
2005). Paracoccidioides spp. sao fungos com dimorfismo térmico, o que é
importante para a sobrevivéncia desses organismos em diferentes nichos
(CONTI-DIAZ, 2007). Estes organismos apresentam-se como micélio, forma
infectiva e saprobio6tica, no ambiente a temperaturas entre 15 e 28 °C, e como
levedura quando cultivado in vitro a 36 °C ou nos tecidos do hospedeiro
(BAGAGLI et al., 2006; BARROZO et al., 2009). A forma miceliana desses fungos
pode ser caracterizada por filamentos septados com conidios terminais ou
intercalares. Ja as leveduras sdo distinguidas por apresentarem brotamentos
multiplos originados por evaginacdes da célula mae. Portanto, ha uma célula
central circundada por varias células periféricas, microscopicamente similar a roda
de leme de navio (QUEIROZ-TELLES, 1994; RESTREPO-MORENO, 2003).

1.2 — Classificacdo Taxondmica

O fungo Paracoccidioides spp. foi descrito pela primeira vez em Sao
Paulo, no ano de 1908, por Adolpho Lutz, que isolou esse microrganismo, o qual
foi previamente denominado de Zymonema brasiliensis por Splendore, em 1912,
a partir de pacientes que apresentavam granulomas ganglionares e lesdes na
mucosa. No ano de 1930, Almeida caracterizou o fungo como do género
Paracoccidioides e da espécie brasiliensis, apds comparagdes com Coccidioides
immitis. Em 1991 o fungo Paracoccidioides brasiliensis foi classificado como
pertencente ao reino Fungi, divisdo Eumycota, subdivisdo Deuteromycotina,
classe Hyphomycetes, ordem Moniliales, familia Moniliaceae, género
Paracoccidioides, espécie brasiliensis (LACAZ et al., 1991). A insercao do fungo

no filo Ascomycota, ordem Onygenales e familia Onygenaceae, juntamente com



outros fungos dimoérficos, tais como Blastomyces dermatitidis e Histoplasma
capsulatum, foi realizada por Leclerc e colaboradores (1994). Essa classificacao
de Paracoccidioides spp. proposta por Leclerc foi realizada através de
comparagdes entre sequéncias de DNA da subunidade ribossomal maior 25S de
dermatdfitos e fungos dimorficos. Apesar de ainda ndo ser identificada a fase
teleomorfica ou sexuada do fungo, dados moleculares evolutivos revelaram a
possibilidade de haver um ciclo sexual no género Paracoccidioides (TEIXEIRA et
al., 2013b).

Matute e colaboradores (2006) realizaram estudos filogenéticos baseados
na analise de oito regides de cinco genes nucleares em 65 isolados de P.
brasiliensis classificando-os, assim, em trés diferentes espécies filogenéticas, sao
elas a S1, PS2 e PS3. Contendo 38 isolados, a S1 é composta de amostras
endémicas do Brasil, Argentina, Paraguai, Peru e Venezuela. A PS2 localizada-se
no Brasil (5 isolados) e Venezuela (1 isolado). A PS3, contendo 21 isolados, &
endémica da Colémbia. Todas as trés espécies sao capazes de produzir doenca
em animais infectados, mas a PS2 apresenta menor viruléncia. Eventos
vicariantes, provavelmente, foram os responsaveis pela divergéncia entre as
espécies filogenéticas S1/PS2 e P. lutzii e o isolamento geografico, em PS3
(THEODORO et al., 2012).

Carrero e colaboradores (2008) analisaram as relacdes filogenéticas de
21 isolados pertencentes as espécies filogenéticas S1 e PS3 por meio da
comparacdo de sequéncias de regibes codificadoras e ITS (sequéncia
espacadora interna — "internally transcribed sequence") e observaram que um dos
isolados, o Pb01, se diferenciava claramente dos demais e poderia ser uma nova
espécie do género Paracoccidioides.

Posteriormente, Teixeira e colaboradores (2009), usando o GCPSR
(método de concordancia genealdgica de reconhecimento de espécies
filogenéticas — “genealogic concordance method of phylogenetic species
recognition”), identificaram um clado de 17 isolados genotipicamente similares,
incluindo o Pb01, os quais séao distinguidos a partir dos clados S1, PS2 e PS3.
Posteriormente, agruparam os 17 isolados em um grupo chamado “Pb01-like” e
propuseram uma nova espécie chamada P. lutzii como um tributo a Adolpho Lutz.

Adicionalmente, foram identificados alguns outros aspectos que marcam a



diferenca entre as espécies do género Paracoccidioides, por exemplo: a falta de
fluxo génico entre P. brasiliensis e P. lutzii (THEODORO et al., 2012),
caracteristicas genémicas Unicas como tamanho do genoma e conteudo génico,
expansao/contracdo de familia de proteinas, diferentes disposicfes de elementos
transponiveis (MARINI et al., 2010; DESJARDINS et al.,, 2011), diferentes
morfologias dos conideos (TEIXEIRA et al., 2009; THEODORO et al., 2012;
TEIXEIRA et al.,, 2013a). Além disso, € possivel observar uma clara diferenca
metabdlica entre isolados pertencentes aos grupos filogenéticos, definidas por
andlise protedbmica comparativa entre representantes das espécies do género
Paracoccidioides (PIGOSSO et al., 2013)

Atualmente, com base em analises filogenéticas moleculares,
Paracoccidioides spp. € classificado como pertencendo ao reino Fungi, filo
Ascomycota, subdivisdo Euascomycotina, classe Plectomyceto, subclasse
Euascomycetidae, ordem Onygenales, familia Onygenaceae, subfamilia
Onygenaceae Anamorficos, género Paracoccidioides, espécies brasiliensis (SAN-
BLAS et al., 2002) e lutzii (TEIXEIRA et al., 2009).

1.3 — Aspectos ecoldgicos de Paracoccidioides spp.

Os fungos podem ser encontrados em boa parte do planeta (TRABULSI
et al.,, 2008). No caso de Paracoccidioides spp., discute-se que ocorra
normalmente em ambientes Umidos (TERCARIOLI et al., 2007). Este fungo foi
isolado a partir da agua, de plantas (RESTREPO et al., 2001) e de solo, das
regides de Botucatu, Sdo Paulo (MONTENEGRO et al., 1996) e Venezuela (DE
ALBORNOZ, 1971). Tercarioli e colaboradores (2007) demonstraram que o fungo
tem melhor desenvolvimento em solos umidos arenosos e argilosos. Por outro
lado, em solos acidos com alta quantidade de aluminio observou-se inibicdo de
seu crescimento. Além disso, o fungo tem maior crescimento em solos que estéao
de alguma forma protegidos, em geral, por vegetacao ou ao abrigo subterraneo, o
que justifica o isolamento desse organismo a partir de aerossois no interior de
tocas de tatus (ARANTES et al., 2013).

Estudos da ocorréncia de casos de PCM aguda e subaguda na regiao de

Botucatu - SP, mostraram uma relacdo diretamente proporcional da doenca com a



umidade do ar. A umidade favorece o desenvolvimento do fungo e,
consequentemente, da doenca (BARROZO et al., 2009; BARROZO et al., 2010).
Outros nichos em que foram identificados o Paracoccidioides spp. incluem
animais silvestres e domésticos. Pela amplificacdo de sequéncias de nucleotideos
do fungo por Nested-PCR utilizando tecidos de animais silvestres, permitiu-se a
deteccdo de Paracoccidioides spp. a partir das espécies de tatus Dasypus
novemcinctus, Dasypus septemcinctus, Cabassous centralis (CORREDOR et al.,
2005; BAGAGLI et al., 2006), morcego frugivoro Artibeus lituratus (GREER et al.,
1977), pinguim da Antartida Uruguaiana Pygoscelis adeliae (GARCIA et al., 1993),
porco-da-india Cavia aperea, porco-espinho Sphingurrus spinosus, guaxinim
Procyon cancrivorus, furdo Gallictis vittata (DA COSTA et al.,, 1978; RICHINI-
PEREIRA et al., 2008) e macacos (COSTA et al., 1995). Portanto, a infec¢éo de
animais silvestres é comum em areas endémicas (BAGAGLI et al., 2003). Além
disso, animais domesticados também s&o potenciais alvos de infeccdo por
Paracoccidioides spp. O fungo ja foi isolado a partir de cachorros (RICCI et al.,
2004), gatos (GONZALEZ et al.,, 2010) e cavalos (CONTI-DIAZ et al., 1972),
sendo que em cachorros e gatos a manifestacdo clinica da PCM foi
diagnosticada. Entretanto, o0s organismos acima descritos devem ser
considerados hospedeiros acidentais e ndo reservas naturais do fungo, pois
podem desenvolver a doenga (CONTI-DIAZ, 2007).

1.4 — Paracoccidioidomicose

A distribuicdo geogréafica da PCM se estende desde o México a Argentina
(Figura 1). Contudo, as areas de maior prevaléncia estdo incluidas na América do
Sul e Central, sendo que o Brasil, Coldmbia, Venezuela, Equador e Argentina sdo
0S paises com o0 maior numero de casos da doenca (RESTREPO-MORENO,
1994; RAMOS et al., 2008). Nestas areas, a incidéncia estimada de casos clinicos
€ de 1 a 3 para cada 100.000 habitantes (COUTINHO et al., 2002).
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Figura 1 — Distribuicdo geogréafica da paracoccidioidomicose (SHIKANAI-YASUDA et al.,
2006).

Esta doenca ja foi apontada como causadora de aproximadamente
metade dos Obitos por micose sistémica no Brasil e as maiores taxas de
mortalidade se concentram em Sdo Paulo e Parana (PRADO et al., 2009).
Também foram diagnosticados casos de PCM fora das areas endémicas como
Europa, Estados Unidos da América e Asia (JOSEPH et al., 1966; CHIKAMORI et
al., 1984; AJELLO et al., 1985).

A PCM é uma micose sistémica granulomatosa (MARQUES, 1998). Seu
espectro de manifestacdo vai desde a forma assintomética até a forma
disseminada e, em alguns casos, chegando a ser fatal. Dados experimentais e
clinicos suportam que a principal forma de infeccdo do hospedeiro se faz pela
inalagdo de propagulos do micélio de Paracoccidioides spp. Ao atingirem o0s
alvéolos pulmonares, os propagulos diferenciam-se em levedura, a forma
parasitaria (MCEWEN et al., 1987; SAN-BLAS et al., 2002; TEIXEIRA et al.,
2013a). As leveduras induzem uma reacao inflamatdria inicial que podera
progredir, dependendo do sistema imune, estado nutricional e sexo do hospedeiro
(FRANCO, 1987), e da viruléncia dos diferentes isolados do patégeno (SAN-BLAS
et al.,, 2001; PANUNTO-CASTELO et al., 2003). Esses fatores podem contribuir
para a manifestacdo dos sinais clinicos da PCM, ou para regrecdo da doenca,
com a destruicdo dos fungos (MCEWEN et al., 1995; CAMARGO et al., 2000;
VALERA et al., 2008). Portanto, a primeira interacédo entre patdégeno e hospedeiro



ocorre nos alvéolos pulmonares. A partir dos pulmdes, o fungo pode disseminar-
se através das vias hematogénica e/ou linfatica, chegando a outras diferentes
regides do organismo, como figado, baco, 0ssos e sistema nervoso central (SAN-
BLAS, 1993; DE CAMARGO et al., 2000; VALERA et al., 2008).

As formas clinicas aguda e subaguda da PCM foram classificadas no
Coldquio Internacional de PCM, realizado no ano de 1986 em Medellin, Colémbia.
A forma aguda, também denominada de forma juvenil, pode ser classificada como
moderada ou severa. Acomete, principalmente, criancas e jovens (abaixo de 30
anos de idade), e afeta homens e mulheres igualmente (Figura 2). Representa de
3 a 5% dos relatos descritos da doenca e € caracterizada pelo envolvimento do
sistema fagocitico mononuclear. Os sintomas incluem febre, perda de peso e
anemia média a moderada. Os sinais e sintomas de ictericia obstrutiva podem
surgir quando os linfonodos hepéticos sao afetados. O figado e o baco séo
frequentemente aumentados e a medula 6ssea pode ser afetada. Multiplas lesdes
na pele e mucosa podem ocorrer. Em aproximadamente 50% dos casos o trato
digestivo é afetado, como determinado por andlises radioldgicas (MARTINEZ,
1992).

Figura 2 — Pacientes com paracoccidioidomicose aguda. A — massas ganglionares na regiédo
submandibular, cervical e supraclavicular; B — linfoadenomegalia; C — lesGes de aspecto
verruciforme e ulceradas na face e pavilhdo auricular; D — lesBes pdapulo-nodular ulceradas
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).



A forma subaguda, também denominada adulta ou crbnica, representa
mais de 90% dos casos e pode ser classificada em uni- e multifocais baseado-se
nos tipos de lesGes. Essa forma da doenca afeta em torno de dez vezes mais
homens do que mulheres, com idade entre 30 e 60 anos, e progride lentamente
(MONTENEGRO, 1986; FRANCO et al., 1987; BRUMMER et al., 1993). A maior
incidéncia da doenca entre individuos do sexo masculino pode ser justificada pelo
fato de que os homens que vivem em areas rurais e trabalham na agricultura
estdo em maior contato com o solo (BRUMMER et al., 1993). Também foram
descritos focos em regides urbanas, o que pode estar relacionado a migracdo da
populacao rural para essas areas (BLOTTA et al., 1999).

Outra causa para o aumento da doenca em individuos do sexo masculino
€ proposta por Restrepo e colaboradores (1984). Neste trabalho, foi analisada a
transicdo morfologica de 3 isolados de Paracoccidioides spp. na presenca do 17-
B-estradiol, hormoénio presente em mulheres em idade reprodutiva, e observou-se
que a transicdo de micélio para levedura havia diminuido. Portanto, as mulheres
em idade reprodutiva teriam maior resisténcia ao desenvolvimento da doenca,
uma vez que a transicdo de micélio para levedura € passo crucial para o
estabelecimento da infeccdo. Aristizabal e colaboradores (1998) chegaram a
resultados similares ao avaliar a transicdo do fungo durante a infeccdo em
camundongos machos e fémeas. Nas fémeas, a transicdo ndo ocorreu. Além da
protecdo hormonal, Pinzan e colaboradores (2010) mostraram a maior producao
das citocinas IL-12, IFN-y e TNF-a por células do baco de camundongos fémeas
do que de machos, em resposta a glicoproteina paracoccina de Paracoccidioides
spp. Por outro lado, células de camundongos machos apresentaram maior
producdo de IL-10, o que sugere uma resposta imunolégica divergente entre os
diferentes sexos. Além disso, 0os macrofagos provenientes de camundongos
fémeas apresentaram maior producdo de Oxido nitrico, o que pode estar
relacionado com a maior mortalidade de leveduras internalizadas por macréfagos
oriundos de camundongos desse sexo. Portanto, a protecdo dos individuos
fémeas ao desenvolvimento da PCM estendem-se desde o nivel hormonal até o

imunoldgico.



1.5 - Origem e vias de degradacao de Propionil-CoA

Os fungos sé@o organismos ubiquos, ndo autotrofos e decompositores,
podendo ser patogénicos ou nao. Para sobreviverem, assimilam das mais
variadas fontes de carbono como, por exemplo, celulose, amido, carboidratos e
acidos graxos, dependendo apenas de suas especificidades metabdlicas e do
nicho colonizado (TRABULSI et al., 2008).

Durante o processo infeccioso, organismos patogénicos destroem o
tecido circundante e ha, consequentemente, a liberacdo de proteinas. Por
exemplo, o genoma de Paracoccidioides spp. e A. fumigatus contém varios genes
codificantes para proteases (REMENTERIA et al., 2005; BAILAO et al., 2006;
TACCO et al., 2009; PARENTE et al., 2010), as quais sao responsaveis por essa
destruicao/liberacdo permitindo, assim, a assimilacdo de nutrientes a partir da
degradacdo tecidual e proteica do hospedeiro. Entretanto, os produtos da
degradagdo ou metabolizagcdo de alguns nutrientes podem gerar metabdlitos,
como o propionil-CoA, que em altas concentragfes intracelulares séo toxicos as
células (BROCK et al., 2004).

Este metabdlito € gerado pelo catabolismo de aminoacidos de cadeia
ramificada, tais como isoleucina, valina e metionina, liberados pela acdo das
proteases durante o processo infeccioso, ou acidos graxos de cadeia impar dos
mais diversos, como o valerato ou propionato, conhecido também como acido
propionico (BROCK et al., 2004; ZHANG et al., 2004; MAERKER et al., 2005).

Depois do acetato, o propionato é a segunda fonte de carbono mais
abundante no solo, o qual é formado por processos fermentativos a partir de
carboidratos e muitos aminoacidos (BUCKEL, 1999; CONRAD et al., 1999).
Apesar da sua toxicidade, muitas bactérias e fungos sdo capazes de usar
propionato como fonte de carbono e de energia sob condi¢des aerdbias, uma vez
gue o ciclo do metil citrato (CMC) Ihes conferem esta propriedade (BROCK et al.,
2000).

Quando fungos ou bactérias sdo crescidos em acidos graxos como
principal fonte de carbono, a B-oxidagdo de acidos graxos € intensificada para
ajudar a suprir a demanda energética celular. A B-oxidacdo de acidos graxos de

cadeia par gera, exclusivamente, unidades de acetil-CoA, derivadas da quebra da



cadeia carbbnica a cada dois carbonos. Ja a B-oxidacdo de acidos graxos de
cadeia impar gera acetil-CoA (KORNBERG et al., 1957; CRONAN et al., 1996) e,
os ultimos trés carbonos da cadeia geram propionil-CoA. As moléculas de acetil-
CoA servirdo de intermediario no ciclo acido citrico (Figura 3-A) e, em caso de
anaplerose, no ciclo do glioxilato (Figura 3-B). Por outro lado, as moléculas de

propionil-CoA serao convertidas a piruvato pelo CMC (Figura 3-C).
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Figura 3 — Os ciclos do acido citrico, glioxilato e metilcitrato. As unidades de acetil-CoA e
propionil-CoA podem ser metabolizadas pelos ciclos do acido citrico (A) e metilcitrato (C),
respectivamente. A anaplerose durante o crescimento em &cidos graxos como substrato é ativada
pelo metabolismo de acetil-CoA via ciclo do glioxilato (B). Em vermelho estdo as enzimas
exclusivas do ciclo do metilcitrato. CS — citrato sintase, MCS — metilcitrato sintase, MCD —
metilcitrato desidrogenase, MCL — metilisocitrato liase, ACN — aconitase, ICD — isocitrato
desidrogenase, ICL1 — isocitrato liase isoforma 1, ICL2 — isocitrato liase isoforma 2, CGD —
complexo a-cetoglutarato desidrogenase, SCS — succinil-CoA sintetase, SCD - succinato
desidrogenase, FUM — fumarase, MLS — malato sintase, MLD — malato desidrogenase. Adaptado
de Mufoz-Elias e colaboradores (2006).



O CMC foi primeiro descoberto em micro-organismos eucariéticos por
Tabuchi e colaboradores, os quais reportaram a producdo do metilisocitrato a
partir de n-alcanos de cadeia impar em Candida lipolytica resistente a acido
fluoroacético (TABUCHI et al., 1974a; TABUCHI et al.,, 1974b). Evidéncias
posteriores da existéncia do CMC foram obtidas pela deteccdo de enzimas
necessarias e exclusivas a este ciclo, as quais sdo a metilcitrato sintase (EC
2.3.3.5; MCS), metilcitrato desidratase (EC 4.2.1.79; MCD) e a metilisocitrato liase
(EC 4.1.3.30; MCL) (TABUCHI et al., 1975; TABUCHI et al., 1995). Outras sdo
compartilhadas com os ciclos do &cido citrico e glioxilato, como malato
desidrogenase (MLD) e aconitases (ACN).

Embora a propionil-CoA ligase (PCL), nédo integre o CMC, essa enzima
pode estar participando do metabolismo de propionil-CoA. Essa participacao se
faz pela adicdo do grupo CoASH ao propionato apds ser internalizado pela célula
do organismo que for utilizar dessa fonte de carbono. Portanto, mesmo nao
integrando o CMC, a PCL também poderia estar participando do metabolismo de
propionato juntamente com o CMC.

A MCS ¢é a enzima chave do CMC e é essencial para a degradacédo do
propionil-CoA. Esta enzima é responsavel pela condensacédo de propionil-CoA
com oxaloacetato produzindo, portanto, o metilcitrato. Por sua vez, o metilcitrato
sofre uma desidratagdo pela MCD gerando metil-cis-aconitato que,
posteriormente, € reidratado a metilisocitrato pela ACN. A clivagem do
metilisocitrato € via MCL, gerando o0s produtos piruvato e succinato,
intermediarios do ciclo do acido citrico (Figura 3-C). Em alguns organismos, a
MCS mostrou atividade de CS e MCS, atuando na condensacgéo de acetil-CoA e
oxaloacetato a citrato, no ciclo do acido citrico, além de sua funcdo no CMC
(UCHIYAMA et al.,, 1976; BROCK et al., 2000; MUNOZ-ELIAS et al., 2006;
KOBAYASHI et al., 2013). Dentre alguns exemplos, encontram-se espécies do
género Aspergillus, os quais sao A. nidulans (BROCK et al., 2000; ZHANG et al.,
2004), A. fumigatus (MAERKER et al., 2005) e A. niger (KOBAYASHI et al., 2013).

Em A. nidulans, a delecéo do gene codificante para a enzima chave MCS
levou a relacdo inversamente proporcional entre a quantidade de propionil-CoA e
a sintese de policetideos, além do retardo do crescimento celular (ZHANG et al.,
2004). Adicionalmente, a alta concentracdo intracelular de propionil-CoA estaria



inibindo, por inibicdo competitiva, as enzimas piruvato desidrogenase, succinil-
CoA sintetase, a ATP-citrato liase e o metabolismo da glicose. Além disso, o
metabolismo secundario também foi afetado pelo acumulo de propionil-CoA,
sendo que a formagcdo de precursores de melanina foi inibida em altas
concentracbes deste metabdlito (MAERKER et al., 2005). O metilisocitrato, um
dos intermediarios do CMC, também mostrou potencial toxicidade, especialmente
por inibir a isocitrato-desidrogenase-NADP-dependente, também por inibicdo
competitiva (BROCK, 2005).

Tem sido reportado que a supressao de genes das enzimas exclusivas do
ciclo do metilcitrato impede o crescimento dos mutantes no hospedeiro. Em M.
tuberculosis, o nocaute dos genes prpDC, codificantes para MCD e MCS,
respectivamente, fez com que essa bactéria fosse incapaz de crescer em meio
com propionato ou em macréfagos primarios de murinos, mas ndo houve a
alteracédo de viruléncia em camundongos (MUNOZ-ELIAS et al., 2006). Por outro
lado, a inabilidade de A. fumigatus remover o propionil-CoA reduz,
consideravelmente, a capacidade de o fungo estabelecer aspergilose invasiva em
camundongos. Adicionalmente, durante a infec¢do pulmonar de camundongos, foi
observado o aumento da expressdo do gene para a MCS, o0 que sugere a
participacdo do CMC na metabolizacdo de propionil-CoA durante o crescimento
invasivo (IBRAHIM-GRANET et al., 2007).

Além do CMC, outras vias bioguimicas que contribuem no metabolismo
do propionil-CoA tém sido propostas. Os mamiferos, por exemplo, convertem
propionil-CoA a metilmalonil-CoA e, finalmente, a succinil-CoA via metilmalonil-
CoA mutase (LEDLEY et al., 1991; TEXTOR et al., 1997; HORSWILL et al., 1999;
LONDON et al., 1999; BROCK et al., 2000; BRAMER et al., 2001; BRAMER et al.,
2002; CLAES et al., 2002; CHANDLER et al., 2005). Nesta via, a metilmalonil-CoA
mutase € a enzima chave e depende da coenzima Bi2. Como esta via ndo opera
em fungos, justifica-se, desse modo, a utilizagdo do CMC nestes organismos para
metabolizar propionil-CoA (LEDLEY et al., 1991). Em mamiferos, desordens no
metabolismo de propionil-CoA podem levar a doencas severas como acidemia
propidnica e metiimalénica. Os sintomas das doencas incluem desde

complicagBes neuroldgicas até faléncia grave de 6rgdos (DEODATO et al., 2006).



Outra via proposta, diferentemente do que classicamente tem sido
descrito para a maioria dos fungos e bactérias, € a p-oxidacdo modificada. Otzen
e colaboradores (2014) demonstraram que propionil-CoA, em Candida albicans, &
metabolizado por essa via, tendo 3-hidroxipropionato como um dos
intermediarios, o qual tem sido identificado também em plantulas incubadas na
presenca de propionato marcado com 3C (LUCAS et al., 2007), em insetos
(HALARNKAR et al.,, 1989), em algumas bactérias tais como Rhodococcus
erythropolis (LEE et al., 2009) e, notavelmente, em leveduras de Candida rugosa
(HASEGAWA et al.,, 1982; MIYAKOSHI et al., 1987). No estudo de Otzen e
colaboradores (2014), foram pesquisados genes codificantes para as enzimas do
CMC em C. albicans através de busca por homoélogos de genes de A. fumigatus e
Saccharomyces cerevisae. Nao foram encontrados genes codificantes para MCS,
MCD ou MCL em C. albicans, bem como ndo apresentou atividade de MCS.
Ademais, a busca no genoma de C. albicans pelo gene da enzima metilmalonil-
CoA mutase foi realizada mas este nao foi encontrado, demonstrando que neste
organismo a via da metilmalonil-CoA mutase dependente da coenzima Bai2
também ndo é utilizada para metabolizar propionil-CoA. Contudo, o fungo foi
capaz de metabolizar propionato e crescer nessa condi¢cado de incubacédo, o que
demonstra que, embora ndo possua o CMC nem a via da metilmalonil-CoA
mutase dependente da coenzima Bi2 para metabolizacdo de fontes geradoras de
propionil-CoA, pode utilizar este metabdlito por alguma outra via. Com isso, apos
analise protedbmica e delecdo de genes, foi constatado que enzimas como enoil-
CoA hidratase/desidrogenase, 3-hidroxipropionil-CoA hidrolase, 3-
hidroxipropionato desidrogenase e malonato semialdeido desidrogenase
essencialmente contribuiem para a degradacéo de propionil-CoA e sua conversao
a acetil-CoA. Inclusive, a delecdo do gene da 3-hidroxipropionato desidrogenase
revelou atenuacdo da viruléncia de C. albicans em camundongos murinos,
sugerindo que este organismo utiliza nutrientes do hospedeiro que geram
propionil-CoA, o qual requer a via da B-oxidacdo modificada para sua posterior
utilizacao.

Em Paracoccidioides spp., embora ainda ndo hajam estudos de
caracterizacdo de qual via metaboliza propionil-CoA, aparentemente é o CMC que

opera nesse processamento. O que justifica essa afirmativa é o fato de enzimas



putativas do CMC terem sido identificadas em trabalhos que fizeram analise
protedbmica de Paracoccidioides spp. (REZENDE et al., 2011; WEBER et al.,
2012; PIGOSSO et al., 2013).

Andlises protedmicas comparativas das fases de desenvolvimento de P.
lutzii, incluindo micélio, transicdo de micélio para levedura e levedura,
identificaram 81 proteinas diferencialmente expressas. Dentre estas, as enzimas
dos ciclos do glioxilato (ICL) e do metilcitrato (MCD) foram mais abundantes na
forma de levedura do fungo, enquanto que a MCS foi mais abundante durante a
transicdo de micélio para levedura, sugerindo que estas vias metabdlicas podem
ser importantes para o estabelecimento do fungo e desenvolvimento da infeccéo
(REZENDE et al., 2011).

Pigosso e colaboradores (2013) realizaram o proteoma comparativo entre
as quatro espécies do género Paracoccidioides, sdo eles: o P. lutzii (Pb01) e P.
brasiliensis; Pb339 (S1), Pb2 (PS2) e PbEpm83 (PS3). Foram identificadas 193
proteinas diferencialmente expressas entre os isolados. Dentre elas, a MCS foi
mais abundante em P. lutzii, a MCL mais abundante em Pb2 e a MCD foi mais
abundante em PbEpm83. A diferenca de abundancia das proteinas identificadas,
dentre as quais encontram-se as especificas do CMC, revela que o fungo utiliza
diferentes estratégias metabdlicas notavelmente presentes nos diferentes grupos
filogenéticos de Paracoccidioides spp.

Adicionalmente, embora o fungo P. lutzii apresente apenas 1 gene
codificante para a MCS, em analise do pl e massa por gel bi-dimensional das
proteinas secretadas pelas formas micélio e levedura do fungo, Weber e
colaboradores (2012) identificaram 9 isoformas da MCS secretadas, sendo 4 por
levedura, 1 por micélio e 4 comuns as 2 formas. Além disso, essa enzima foi
significativamente mais abundante na fase de levedura de P. lutzii. Neste mesmo
trabalho, foi realizada infeccdo de macréfagos in vitro com leveduras de P. lutzii e
identificadas proteinas secretadas pelo fungo durante a fagocitose. Dentre as 18
proteinas identificadas, a MCD estava inclusa, comparativamente ao ja exposto
por Albuguerque e colaboradores (2008) que também identificaram as enzimas
MCS e MCD em vesiculas secretadas por Histoplasma capsulatum
(ALBUQUERQUE et al., 2008).



Além disso, em estudo sobre a expressao diferencial de transcritos em
condicbes de interacdo com o hospedeiro, observou-se que o teor de RNA
mensageiro da MCD de Paracoccidioides sp. aumentou. Neste estudo, o fungo foi
incubado com plasma humano e, posteriormente, recuperado a partir de figado de
camundongos infectados. Nestas duas condicbes que mimetizam O processo
infeccioso houve aumento da expressdo do gene codificante para MCD. A
alteracdo da expressao desse gene sugere que o CMC pode contribuir para a
patogénese de Paracoccidioides spp. em condigcdes que mimetizam 0 processo
infeccioso (BAILAO et al., 2006; BAILAO et al., 2007). Portanto, tendo em vista a
participacdo do CMC no estabelecimento do processo infeccioso do hospedeiro
por fungos e bactérias (BROCK et al., 2000; BROCK et al., 2001; BROCK, 2005;
MAERKER et al., 2005; MUNOZ-ELIAS et al., 2006), a identificacdo das enzimas
desse ciclo em analises protedmicas (PIGOSSO et al., 2013) e a alteracdo da
expressdo de genes codificantes para enzimas deste ciclo em condi¢cdes que
mimetizam a infeccé@o (BAILAO et al., 2006; BAILAO et al., 2007), pode-se inferir
gue em Paracoccidioides spp. o CMC pode contribuir para o estabelecimento da
paracoccidioidomicose.



JUSTIFICATIVA

Propionil-CoA é um metabdlito secundario gerado pelo metabolismo de
fontes de carbono como &acidos graxos de cadeia impar, propionato e 0s
aminoacidos de cadeia ramificada isoleucina, valina e metionina. Estas fontes
estdo largamente distribuidas no solo, onde o fungo Paracoccidioides encontra-se
saprobioticamente na forma de micélio, e nos tecidos do hospedeiro, disponiveis
como consequéncia do processo invasivo do parasito. Entretanto, € demostrado
que propionil-CoA, quando acumulado no interior das células, pode inibir o
crescimento celular por competir com sitios de ligacdo de acetil-CoA. Sendo
assim, as diferentes vias de metabolizacéo de propionil-CoA sao importantes para
a conversado deste metabdlito em fontes de energia utilizaveis pela célula.

Em estudos desenvolvidos com o género Paracoccidioides, dados
trancricionais (BAILAO et al., 2006) e protedmicos (PIGOSSO et al., 2013)
demonstram que o ciclo do metilcitrato € uma via metabdlica que pode estar
sendo utilizada pelo fungo durante o processo infeccioso. Contudo, ainda nédo ha
estudos em Paracoccidioides que esclarecam a resposta metabdlica desse
organismo as fontes de carbono geradoras de propionil-CoA. Neste sentido, o
detalhamento do ciclo do metilcitrato em Paracoccidioides pode fornecer dados
que vao ajudar a compreender os mecanismos adaptativos deste fungo a seus

diferentes nichos de colonizacao.



3.1 — Geral

OBJETIVOS

Compreender o metabolismo de propionato em Paracoccidioides sp.

3.2 — Especificos

Rastrear bancos de dados buscando genes relacionados com
metabolismo de propionato nos genomas de Paracoccidioides spp.;
Identificar via de metabolizacdo de propionil-CoA em Paracoccidioides
Spp-;

Analisar o crescimento e a viabilidade de Paracoccidioides em fontes
de carbono geradoras de propionil-CoA,;

Analizar a expressdo dos genes codificantes para as enzimas
exclusivas do ciclo do metilcitrato em diferentes fontes de carbono;
Purificar e realizar a atividade enzimatica da MCS;

Obter o perfil protedmico de Paracoccidioides na presenca de
propionato;

Descrever as estratégias adaptativas do fungo na presenca de

propionato como fonte de carbono.



MATERIAIS E METODOS

4.1 — Fluxograma

O fluxograma representativo das atividades desenvolvidas durante o
trabalho € apresentado na Figura 4.

Cultivo do fungo
em Fava-Netto

liquido
Analise de
Bioinformatica
Crescimento contendo diferentes Inéculo em
fontes de carbono em MMcM sélido MMcM liquido
gPCR Curva de Curva de Extracdo de
viabilidade crescimento proteina

Atividade
enzimatica

Analise
protedmica

Figura 4 — Fluxograma representativo das atividades desenvolvidas durante o trabalho

4.2 — Isolado do fungo e condic¢des de cultivo

A espécie do fungo utilizada nos ensaios experimentais foi o P. lutzii,
anteriormente nomeado Paracoccidioides brasiliensis, isolado 01 (ATCC-MYA-
826). O fungo foi cultivado e mantido em meio de cultura Fava-Netto solido
(FAVA-NETTO, 1995) na temperatura de 36 °C para a forma de levedura e
utilizado apo6s 7 dias de crescimento. A forma de micélio foi cultivada a 22 °C e
utilizado apés 15 dias de crescimento. Apés crescidos, os fungos foram raspados
do meio Fava-Netto sdlido, inoculados no meio de cultura Fava-Neto liquido e
crescidos sob agitacdo a 150 rpm por 72 horas a 36 °C para levedura e 5 dias a

22 °C para micélio. Os componentes do meio solido sédo: 1% (g/mL) peptona;



0,5% (g/mL) extrato de levedura; 0,3% (g/mL) peptona proteose; 0,5% (g/mL) de
extrato de carne; 0,5% (g/mL) NaCl; 4% (g/mL) glicose; 1% (g/mL) agar; e pH 7,2.
Ao meio liquido ndo foi adicionado agar. Posteriormente, as células
leveduriformes e micelianas foram lavadas com tampé&o fosfato salina (PBS 1X -
0,14 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 1,8 mM KH2HPO4; 10 mM NazHPO4; pH 7,3),
centrifugadas a 1500 g por 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi descartado.
Este passo foi realizado duas vezes. As células leveduriformes foram
ressuspendidas em 2 volumes de PBS 1X para 1 de fungo e submetidas a
contagem com azul de tripan em camera de Neubauer. O micélio foi quantificado

em peso-umido.

4.3 — Andlises de bioinformética das enzimas do ciclo do metilcitrato de

Paracoccidioides spp.

As sequéncias de aminoacidos no GenBank das enzimas de A. fumigatus e
A. nidulans - metilcitrato sintase, metilcitrato desidratase, metilisocitrato liase e
propionil-CoA ligase (PCL) - foram utlizadas para pesquisa de ortdlogos
codificados pelos genomas de Paraccocidioides spp. por ja serem bem descritas
na literatura (BROCK et al., 2000; BROCK et al., 2001; MAERKER et al., 2005). A
pesquisa dessas sequéncias ortdlogas e identidade entre as sequéncias de
aminoacidos desses organismos foram determinadas usando a ferramenta online
BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) e COBALT
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi).
A predigédo da localizag&o subcelular das enzimas foi realizada utilizando
banco de dados online WoLF PSORT (http://wolfpsort.org/). A estrutura génica e a
sequéncia de aminoacidos das enzimas do CMC de P. lutzii foram obtidas no
banco de dados BROAD Institute:
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/Paracoccidioides_brasiliensis/M
ultiHome.html). Os nimeros de acesso das enzimas utilizadas neste estudo estao

listados na Tabela 1.



Tabela 1 - Numero de acesso do GenBank das enzimas utilizadas neste
estudo

Descricdo An Af Pl Pb03 Pb18
Metilcitrato sintase CBF71174 XP_747718 XP_002793640 EEH22113 EEH48631
Metilcitrato desidratase = CBF71152 XP_747704 XP_002793649 EEH22120 EEH48639
Metilcitrato liase CBF78090 CAWA40752 XP_002793639 EEH22112 EEH48630
Propionil-CoA ligase CBF70755 EDP54326 XP 002789592 EEH22449 EEH49202

An — A. nidulans; Af — A. fumigatus; Pl — P. lutzii; Pb03 e Pb18 — P. brasiliensis isolado 03 e 18,
respectivamente.

4.4 — Viabilidade e crescimento de P. lutzii em glicose e propionato

Apds contagem, as células leveduriformes de P. lutzii foram inoculadas
em meio liquido quimicamente definido MMcM (Tabela 2), em triplicata bioldgica,
(RESTREPO et al., 1980). A concentracdo final de fungo utilizada foi de 1,0x108
celmL contendo como fonte de carbono glicose, glicose e propionato ou somente
propionato nas concentragdes de 10 mM, 20 mM ou 50 mM, a 36 °C sob agitacao
de 150 rpm. A viabilidade das células fungicas foi analisada nos tempos de 6, 24,
48 e 72 horas por contagem com azul de tripan na camera de Neubauer. O
calculo de viabilidade foi feito levando em consideragcéo a proporcao de células
viaveis, ou seja, metabolicamente ativas, em relacdo as células inviaveis ou
metabolicamente inativas. O crescimento foi analisado sob as mesmas condi¢gbes
de incubacado da andlise de viabilidade de P. lutzii. O célculo do crescimento foi
feito levando em consideracdo o valor absoluto de células viaveis presentes no

momento da contagem.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/295666179?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ERUY5MFT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/225683829?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=ERUY5MFT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/226293211?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=ERUY5MFT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/295666197?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ERVDCM8W01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/225683836?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=ERVDCM8W01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/226293219?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=ERVDCM8W01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/295666177?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ERVTREUX01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/225683828?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=ERVTREUX01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/226293210?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=ERVTREUX01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/295658058?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ERZZ1RUK015

Tabela 2 - Meio quimicamente definido MMcM

Solucao de elementos

Meio MMcM Solucdo de Vitaminas® -
tragos
Quantidade . .
Componentes para Componentes Quantidade Componentes Quantidade
para 100mL para 100mL
1000mL
KH2PO4 15¢9 Tiamina 6,0 mg HsBOs3 5,7 mg
MgSOa4 + 7 H20 0,59 Niacina B3 6,0 mg CuS04.5H20 15,7 mg
Pantotenato de Fe(NH1)2(S04)2
CaCl2 + 2 H20 0,159 Ca*2 ou Na™ 6,0 mg 6H,0 140,4 mg
NH4SO4 2049 Inositol B7 1,0 mg MnS0O4.14H20 8,1 mg
L — asparagina 209 Biotina Bs 0,1 mg (NH“)T_"\ggOZ“A 3,6 mg
L — cistina 0,2g Riboflavina 1,0 mg ZnS04.7H20 79,2 mg
Solugdo de 10,0 mL Acido félico Bo 10,0 mg Hz0 destilada 100 mL
vitaminas (asp)
Solucéo de 1,0mL Clore_to de 10,0 mg
elementos traco colina
H20 destilada ) 54 Piridoxina 10,0 mg
(asp)
H20 destilada 100 mL

(asp)

4.5 — Crescimento em placa de P. lutzii em meio quimicamente definido

MMcM

A andlise de crescimento em meio sélido foi feita por plagueamento do

fungo em MMcM solidificado com &gar 1%, em triplicata biolégica, sem ou com

fonte de carbono. As condi¢cdes com fonte de carbono séo trés: somente com

glicose ou somente com propionato, ou contendo glicose e propionato na mesma

incubacédo. As concentragdes das fontes utilizadas foram 5 mM, 10 mM, 15 mM,

20 mM e 50 mM. Quando da incubacdo de glicose com propionato, foram

utilizadas quantidades equimolares para cada concentracdo. O inoculo foi feito



sob diluicdo seriada de 10° 10° 10% e 10° células fungicas de levedura e

analisado apos 10 dias de incubacéo a 36 °C.

4.6 — Extracdo de RNA, sintese de cDNA e ensaio de gPCR

Para extracdo de RNA total, as células leveduriformes e micelianas de P.
lutzii foram inoculadas em meio liquido quimicamente definido MMcM (Tabela 2),
em triplicata bioldgica (RESTREPO et al., 1980). A concentracao final de levedura
do fungo utilizada foi de 1,0x10° celnL e a de micélio foi aproximadamente 1 g de
peso umido para 100 mL. As fontes de carbono utilizadas foram glicose, glicose e
propionato ou somente propionato nas concentracdes de 10 mM, 20 mM ou 50
mM a 36 °C para levedura e 22 °C para micelio sob agitagdo de 150 rpm.
Posteriormente, as células foram centrifugadas a 1.500 g por 10 minutos a 4 °C e
agitadas vigorosamente em tubos com micro pérolas de vidro, em aparelho Mini-
Beadbeater (BioSpec, Oklahoma, USA), na presenca do reagente trizol (GIBCO™
Invitrogen Corporation), conforme instru¢cdes do fabricante. Os cDNAs foram
preparados usando high capacity RNA-to-cDNA kit (Apllied Biosystems, Foster
City, CA, USA). O ensaio de PCR guantitativa (QPCR) foi realizado no aparelho
Step One Plus™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A ciclagem térmica
da PCR foi realizada em 40 ciclos de 95 °C a 15 segundos, seguido por 60 °C a 1
minuto. Em cada grupo de experimentos de PCR quantitativa, os dados foram
normalizados com os transcritos codificantes para a-tubulina. Um controle sem
cDNA foi também incluido para eliminar possiveis contaminac¢des ou rea¢des nédo
especificas. O mesmo volume foi agrupado e serialmente diluido 1:5 para gerar
uma curva padrao relativa com 4 pontos. Os niveis de expressao relativa dos
genes de interesse foram calculados usando o método de curva padrao para
quantificacao relativa (BOOKOUT et al., 2006). A especificidade de cada par de
oligonucleotideo foi analisada por meio da curva de aguecimento da reacdo. Os
oligonucleotideos usados no ensaio de PCR quantitativa estdo listados na tabela
3.



Tabela 3: Oligonucleotideos usados na gPCR

Tamanho do Ndmero de

Oligonucleotideos Sequéncia amplicon (nt) Acesson
Tubulina antsenso 5 GGGACATATTTGOCACTGOE 3 9 PAAG_01647.
MCS antisenso 5 CTCGTTOGCATCCAGGACA 3 192 PAAG_04550.1
MCDanisenso 5 GATGTTGAAAGCACCGTTGACS 190 PAAG 045591
MCLanfisenso 5 GATGTOCCAGGACCAGAAGACS 131 PAAG_04SM91
PCLaniistnso 5 GTGGTTTCOATOCCTCOATG S 145 PAAG 0BSLT

aNumero de acesso — numero de acesso das proteinas no banco de dados Broad Institute:
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/Paracoccidioides_brasiliensis/MultiHome.html).

4.7 — Extracéo proteica

As células leveduriformes de P. lutzii foram inoculadas em meio MMcM
liquido com 10 mM de glicose, glicose e propionato ou somente com propionato
na concentracéo final de 1,0x10°® ceVmL e as micelianas em aproximadamente 10
g de peso umido para 100 mL. Tanto levedura quanto micélio foi incubado em
triplicata biolégica. Posteriormente, foram centrifugadas a 1.500 g por 10 minutos
a 4 °C e o sobrenadante foi armazenado, liofilizado e ressuspendido em tampéo
(50 mM Tris-HCI pH 8,0; 150 mM NaCl) para ensaio de atividade enzimatica. As
células foram ressuspendidas no mesmo tampao e submetidas a extracdo de
proteinas citoplasmaticas por agitacdo vigorosa em tubos de extracdo com micro
pérolas de vidro. A lise foi realizada em aparelho Mini-Beadbeater (BioSpec,
Oklahoma, USA) durante 6 ciclos de 30 segundos, com intervalos de 1 minuto em
gelo. Apos lise mecanica, o extrato proteico foi centrifugado cinco vezes a 10.000
g para separacao dos restos celulares insoluveis. O sobrenadante foi coletado e a
sua concentracdo proteica foi determinada usando o reagente de Bradford (Sigma
Aldrich, Co., St. Louis, MO). A proteina albumina bovina sérica foi usada como
amostra padrdo (BRADFORD, 1976). Quinze microgramas de extrato soluvel
foram aplicados em gel SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970) para analise de integridade

do extrato.

4.8 - Atividade enzimética da metilcitrato sintase



ApoOs a extracdo proteica, os extratos foram utilizados para determinar a
atividade da metilcitrato sintase. O método utilizado, como descrito previamente
por (BROCK et al., 2004), foi baseado na formacdo de nitrotiofenolato (2-
mercapto-5-nitrobenzoato dianion) durante a reagdo de 5,5-ditiobis-(2-
nitrobenzoato) (DTNB) com CoASH, o qual foi liberado durante a condensacao de
oxaloacetato com propionil-CoA. Foi utilizado como controle uma curva padréao de
DTT (Ditiotreitol) por exercer funcdo analoga ao grupo CoASH durante reacao
com DTNB. A curva foi realizada variando a concentracdo de 1 mM a 25 mM de
DTT, contendo concentracéo fixa de DTNB a 1 mM. O volume final da reacgao foi
ajustado para 150 pL com Tris/HCI pH 8,0 a 50 mM e o monitoramento realizado
a 412 nm. Posteriormente, foram selecionados trés pontos da curva para
determinacao da equagédo da reta. Para o ensaio, foram utilizados 3 pg de extrato
proteico bruto; 1 mM de DTNB; 0,2 mM de propionil-CoA; e o volume final da
reacao ajustado para 150 pL com Tris/HCI pH 8,0 a 50 mM. O ensaio foi iniciado
pela adicdo de 1 mM de oxaloacetato e monitorado a 412 nm. Uma unidade de
atividade (U) foi definida como a liberacdo de 1 umol de CoASH por miligrama de

proteina por minuto.

4.9 — Producéo, purificacdo e atividade especifica da proteina recombinante
MCS de P. lutzii

4.9.1 — Clonagem do gene codificante para metilcitrato sintase

Para amplificagdo do gene codificante para MCS por PCR, foi utilizado
cDNA de P. lutzii como molde. Os oligonucleotideos especificos foram
desenhados de acordo com a sequéncia do gene codificante para MCS reportada
para Paracoccidioides brasiliensis isolado 01 no banco de dados online BROAD,
namero de acesso PAAG_04550. Estes continham os sitios das enzimas de

restricdo compativeis para clonagem no vetor de expressao pET43.1a.

4.9.2 — Producao e purificagdo da MCS recombinante



As células de E. coli, transformadas por eletroporacéo, foram cultivadas
em 20 mL de meio de autoinducdo Instant express (Novagen) com ampicilina e
cloranfenicol a 30 °C por 18 horas a 150 rpm. Ap0s a incubacao, as células foram
coletadas por centrifugagéo, lavadas duas vezes com tampao Tris/HCI 50 mM pH
8,0, NaCl 150 mM e entéo ressuspendidas no mesmo tampéao. Apds sonicacao, o
extrato celular livre foi aplicado a coluna de 1 mL de fluxo por gravidade Ni-NTA
(Invitrogen). A coluna foi lavada com tampao Tris/HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 150
mM, imidazol 30 mM. Entdo, a MCS foi eluida em 50 mM pH 8,0, NaCl 150 mM,
imidazol 200 mM. A concentracéo proteica do purificado foi determinada usando
o reagente de Bradford (Sigma Aldrich, Co., St. Louis, MO). A proteina albumina
bovina sérica foi usada na preparacdo da curva padrdo da quantificacdo
(BRADFORD, 1976). A amostra foi analisada em gel SDS-PAGE (LAEMMLI,
1970). A MCS purificada foi utilizada para determinacdo dos parametros

bioquimicos da enzima conforme previamente descrito (BROCK et al., 2000).

4.10 — Preparacdo da amostra, andlise por NanoUPLC-MSE e andlises de

bioinformética

As digestdes proteicas foram realizadas como descrito previamente por
(MURAD et al.,, 2011; MURAD et al., 2012), com algumas modificacdes. Apods
extracdo proteica do fungo incubado com glicose ou propionato a 10 mM e
quantificacdo, como previamente descrito no tépico 4.7, procedeu-se
concentracdo por ultrafiltracdo em equipamento Stirred Cell (Amicon) utilizando
membrana de porosidade controlada de 3 kDa. Foram utilizados 150 ug dos
extratos proteicos para digestdo oriundos da mistura equimolar das triplicatas
biolégicas dos tratamentos. Apds concentradas, as proteinas foram lavadas em
tampdo NH4sHCO3 50 mM, pH 8,5. As amostras foram coletadas em tupos de 1,5
mL e submetidas a acdo do surfactante RapiGest SF™ adicionando-se 100 yL da
solucao a 0.2% (v/v) (Waters Corp, Milford, MA). A solucado foi submetida a breve
agitacao e incubada a 80°C por 15 minutos. Foram adicionados 2,5 yL de solugao
de agente redutor ditiotreitol (DTT) (GE Healthcare) a 100 mM e incubada a 60°C
por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se 2,5 pyL da solugdo de iodoacetamina
(GE Healthcare) a 300 mM com incubacao ao abrigo da luz, por 30 minutos, a



temperatura ambiente. A protease tripsina foi adicionada num volume de 25 pL a
50 ng/uL (Promega, Madison, WI, USA) e as amostras foram submetidas a vortex
e incubadas overnight a 37°C. Apds a digestdo triptica, 10 yL de acido
trifluoroacético (TFA) (Sigma-Aldrich) a 5% (v/v) foi adicionado para hidrolisar o
RapiGest™ com incubacdo a 37 °C por 90 minutos. As amostras foram
centrifugadas a 18.000 g a 6 °C por 30 minutos. Os peptideos digeridos foram
secos a vacuo em speed vaccum e ressuspendidos em 80 yL de Formiato de
Amonio a 20 mM e 20 yL MassPREP™ Digestion Standard [rabbit phosphorilase
B (PHB)] a 1.000 fmol/uL, utilizado como padrdo de concentracdo. A
concentracao final de PHB foi de 200 fmol/puL. As amostras foram separadas por
cromatografia liquida de ultra desempenho pelo sistema nanoACQUITY™ (Waters
Corporation, Manchester, UK) que possui duas colunas de fase reversa em
tandem usando as concentragdes graduais crescentes (10, 14, 16, 20 e 65%) de
acetonitrila  (ACN) (Sigma-Aldrich) para a liberacdo dos peptideos. Para a
obtencdo dos espectros de massas, foi utilizado o espectrémetro de massas
modelo Synapt G1 HDMS™ mass spectrometer (Waters, Manchester, UK),
utiizando nanoeletrospray como fonte de ionizagdo e dois analisadores -
quadrupolo e tempo de voo (nanoESI-Q-TOF, Waters). O [Glul]-Fibrinopeptide B
(GFB) foi utilizado como padrdo de massa para calibracdo sendo mensurada a
cada 30 segundos. Quantidades iguais de peptideos foram fracionados (1.900 ng)
e trés réplicas experimentais foram obtidas para cada amostra.

Os espectros de massas obtidos por NanoUPLC-MSE foram processados
usando ProteinLynx Global Server (PLGS) versao 2.4 (Waters Corp, Milford, MA).
Os dados foram processados e utilizados na busca contra o banco de dados de
Paracoccidioides lutzii (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/
paracoccidioides_brasiliensis/MultiHome.html) utilizando algoritmos previamente
descritos (GEROMANOS et al., 2009; LI et al., 2009). O banco foi carregado no
PLGS utilizando sequéncias corretas e reversas. Os parametros para
identificacdo incluem: a) nimero minimo de ions fragmentados por peptideos (2);
b) nimero minimo de ions fragmentados por proteina (5); ¢) nUmero minimo de
peptideos por proteina (1); d) massa maxima para proteina (600 kDa); e) enzima
escolhida para digestdo: tripsina; f) modificacdo fixa: carbamidometilacdo de
residuos de cisteina; g) modificacdes variaveis: oxidacdo da metionina e foforil



STY; h) maximo de falso-positivo de 4%. Para maior confiabilidade dos dados
foram admitidas proteinas encontradas em duas das 2 de 3 réplicas (OEHRING et
al., 2012).

Os dados obtidos por NanoUPLC-MSE e processados pelo PLGS foram
submetidos a andlises in silico. Para determinacdo dos processos biolégicos,
foram utilizados o Functional Catalogue (Funcat2) e o Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) (http://www.genome.jp/kegg/). Para melhorar a
anotacao de proteinas hipotéticas, foram utilizados os bancos de dados do NCBI
e 0 UniProt (http://www.uniprot.org/).



RESULTADOS

5.1 — Identificacdo de enzimas do ciclo do metilcitrato codificadas por

Paracoccidioides spp.

A presenca das enzimas do ciclo do metilcitrato ou relacionadas ao
metabolismo de propionil-CoA em Paracoccidioides spp. foi determinada por
pesquisa de ortélogos utilizando as sequéncias de aminoacidos das proteinas
PCL, MCS, MCD e MCL de A. fumigatus e A. nidulans (Tabela 4). A identidade
das enzimas foi determinada para representantes do complexo Paracoccidioides
spp., sao eles P. lutzii, P. brasiliensis isolados 03 e 18. Foram identificadas trés
provaveis enzimas do ciclo do metilcitrato nos trés isolados com identidade
superior a 74% entre as sequéncias e uma propionil-CoA ligase, sendo que a
MCS teve maior identidade com a sequéncia de A. fumigatus.

Tabela 4 — Andlise de identidade das enzimas do CMC do complexo
Paracoccidioides com outros fungos

Enzimas An/PI An/Pb03 An/Pb18 Af/PI Af/Pb03 Af/Pb18
PCL 74% 74% 74% 75% 74% 74%
MCS 78% 78% 78% 81% 81% 81%
MCD 78% 78% 79% 78% 78% 78%
MCL 77% 77% 74% 78% 78% 76%

A. nidulans (An) e A. fumigatus (Af) em P. lutzii (PI), P. brasiliensis isolado 03 (Pb03) e P.
brasiliensis isolado 18 (Pb18). PCL - propionil-CoA ligase; MCS - metilcitrato sintase; MCD -
metilcitrato desidratase; MCL - metilisocitrato liase. A percentagem refere-se a identidade entre as
sequéncias.

A identidade das enzimas PCL, MCS, MCD e MCL entre os trés isolados
de Paracoccidioides foi determinada no software online de alinhamento mdultiplo
COBALT (Tabela 5). A identidade apresentou-se superior a 91% entre as enzimas
analizadas, podendo-se observar que sdo enzimas bastante conservadas entre os

isolados analisados desse fungo.



Tabela 5 — Identidade das enzimas PCL, MCS, MCD e MCL entre P. lutzii e P.
brasiliensis isolado 03 e 18

Enzimas Identidade
PCL 97,46%
MCS 98,93%
MCD 94,65%
MCL 91,90%

O alinhamento foi realizado no software online de alinhamento multiplo COBALT (Constraint-based
Multiple Protein Alignment Tool). A identidade foi determinada pela relagdo entre 0 ndmero de
aminoacidos conservados nos trés isolados e o tamanho da maior sequéncia alinhada.

Tendo em vista a alta identidade das enzimas do CMC entre os trés
isolados de Paracoccidioides utilizados neste estudo, procedeu-se a
pesquisa/caracterizacdo dos genes das enzimas do CMC em P. lutzii. A espécie
P. lutzii foi escolhida para que, posteriormente, a partir desse estudo, outras
comparacdes possam ser realizadas com outros isolados do complexo
Paracoccidioides. A sintenia dos genes e a quantidade de aminoacido da MCS,
MCD e MCL desta espécie foram obtidas utilizando o banco de dados BROAD
(Figura 5). A Figura 5A mostra a organizacdo gendmica dos genes mcl seguido
pelo mcs, com 8 genes nédo relacionados ao CMC antecedendo mcd em P. lutzii.
O gene mcs, Figura 5B, possui sequéncia genémica de 1.561 nucleotideos com 2
introns, de 78 e 73 nucleotideos, respectivamente, e codifica um polipeptideo de
469 aminoéacidos. O gene mcd possui sequéncia genémica de 1.924 nucleotideos
com 3 introns, de 101, 64 e 73 nucleotideos, respectivamente, e a proteina possui
561 aminoéacidos. JA4 a sequéncia gendbmica do mcl é composta por 2.101
nucleotideos com 4 introns, de 57, 53, 72 e 110 nucleotideos, respectivamente,
enquanto que a cadeia polipeptidica da proteina aporta 602 aminoacidos.
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Figura 5 — Organizacdo gen6mica (A) e esquema representativo (B) das sequéncias
codificantes para as proteinas MCS (mcs), MCD (mcd) e MCL (mcl) de P. lutzii. A.
Representacéo da organizagdo gendmica dos genes mcs, mcd e mcl. B. Esquema representativos
dos genes mcs, mcd e mcl. As caixas sem preenchimento indicam a posi¢do dos introns. *genes
codificantes para proteinas nao relacionadas ao CMC. nt = nucleotideo.

A localizagao subcelular das enzimas do CMC foi predita por meio da
utiizagdo do software online WoLF PSORT (http://wolfpsort.org/). As enzimas
MCS, MCD e MCL apresentaram sequéncias peptidicas de direcionamento
mitocondrial, ja a PCL, responsavel possivelmente por adicionar o grupo CoASH

ao propionato em P. lutzii, foi predita na membrana plasmatica.

5.2 — Viabilidade de P. lutzii em propionato

Com o objetivo de determinar as condicdes experimentais para 0S
trabalhos de reposta do fungo ao propionato, foi feita incubacdo de células
leveduriformes em meio contendo glicose, glicose e propionato ou somente
propionato (Figura 6). A incubacdo procedeu-se até 72 horas pos-in6culo e em
trés diferentes concentracdes: a 10 mM, 20 mM ou 50 mM. Nas concentracdes de
10 a 20 mM, Figura 6A e B, respectivamente, a viabilidade permaneceu acima de
80%, até 24 horas, nas trés fontes de carbono. A 50 mM, Figura 6C, propionato
apresentou-se toxico as células fungicas, o que foi expresso pela acentuada
diminuigc&o de viabilidade das células.
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Figura 6 — Analise de viabilidade do fungo em diferentes fontes de carbono. O fungo foi
inoculado a 1x108 cél/mL e incubado em meio MMcM liquido. As fontes de carbono utilizadas
foram glicose, glicose com propionato (Glic/Prop) ou somente propionato, nas concentracées de
10, 20 ou 50 mM, paineis A, B e C, respectivamente. A viabilidade das células foi monitorada
durante 72 horas de incubacéo utilizando-se azul de tripan para a analise. A calculo de células
viaveis foi feita por meio da divisdo de células viaveis, ou seja, metabolicamente ativas, pela soma
das células viaveis e inviaveis.

5.3 Crescimento de P. lutzii em propionato

O crescimento foi analisado sob as mesmas condicbes da andlise de
viabilidade de P. lutzii (Figura 7). Nas concentracées de 10 mM e 20 mM, o

namero de células viaveis se manteve constante em até 48 horas de incubacao



em propionato. Diferentemente do que ocorreu em propionato com glicose, que
dobrou o nimero de células nas primeiras 24 horas de incubacdo em 10 mM e
cresceu mais do que o dobro apés 48 horas de incubacédo a 20 mM. Com 50 mM
de fonte de carbono, tanto em propionato quanto em glicose com propionato, 0

fungo ndo apresentou aumento no crescimento celular.

10,00 : h \T

A
« 70,00
O>.) -
E 60,00 /
“““H
$ 50,00
% 4000 I / - J_ =—Glicose 10 mM
§ 30,00 [ / Propionato 10 mM
2 20,00 —-—M\ Glic/Prop 10 mM
3
©
S
F
>

0,00 , : . .
6 horas 24 horas 48 horas 72 horas
» 80,00
)
> :l-
S
> 60,00 1
2 ' 1
=
8 40,00 - JTr —Glicose 20 mM
Q .
B 2000 ,/ | — S Propionato 20 mM
=] ' o T
2 1 — Glic/Prop 20 mM
e}
© 0,00 . . .
c—oﬁ 6 horas 24 horas 48 horas 72 horas
C > -20,00
120,00
100,00

BO{OO /I\I
/ = Glicose 50 MM
60,00 )
i / Propionato 50 mM
40,00

Valor absoluto de células viaveis

I______..-—-—' Glic/Prop 50 mM
20,00 — =
0,00 : . - .
6 horas 24 horas 48 horas 72 horas

Figura 7 — Analise do crescimento do fungo em meio liguido em diferentes fontes de
carbono. O fungo foi inoculado a 1x10° cél/mL e incubado em meio MMcM liquido. As fontes de
carbono utilizadas foram glicose, glicose com propionato (Glic/Prop) ou somente propionato, nas
concentracgdes de 10, 20 ou 50 mM, paineis A, B e C, respectivamente. O crescimento das células
foi monitorado durante 72 horas de incubacéo utilizando-se azul de tripan para a andlise. O calculo
do crescimento foi feito levando-se em consideracao o valor absoluto de células viaveis presentes
no momento da contagem em 10pL de aliquota da incubac&o diluida 2.10° vezes.



P. lutzii é capaz de se manter com viabilidade superior a 80% em meio
liquido com propionato de sédio a 10 mM ou 20 mM em até 24 horas de
incubacdo (Figura 6). Entretanto, ainda ndo se sabia se isso se dava pela
utilizacdo de propionato de sédio, por parte do fungo, como fonte de carbono ou
somente por que, com a diminuicdo da concentracdo e, consequentemente, da
toxicidade, o fungo permanecia viavel por ser capaz de sobreviver no meio MMcM
utilizando de sua prépria reserva energética. Sendo assim, no intuito de confirmar
se a manutencao da sua viabilidade se dé& pelo fato do fungo ser capaz de utilizar
propionato de sodio e ndo somente pela atenuagédo de sua toxicidade em baixa
concentracdo, o ensaio de crescimento em placas foi realizado (Figura 8). O
controle negativo do crescimento foi feito com uma condicdo sem fonte de
carbono. A glicose foi utilizada como controle positivo. A glicose, glicose com
propionato e propionato de sodio foram utilizadas nas concentracdes de 5 mM, 10
mM, 15 mM, 20 mM e 50 mM. Apds 10 dias de incubacao, foi possivel observar
crescimento do fungo no meio suplementado com propionato de sddio. Por outro
lado, no meio sem fonte de carbono, o fungo nédo cresceu. Em propionato de
sédio, o fungo foi capaz de crescer nas concentracdes de 5 a 15 mM, sendo que
em 5 mM houve maior crescimento. Em concentracdes superiores a 20 mM néo

houve crescimento.
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Figura 8 — Analise de crescimento de P. lutzii em MMcM sélido. Os meios de cultivo foram
preparados sem fonte de carbono, com glicose como Unica fonte de carbono, glicose com
propionato ou somente propionato de sodio. As concentracfes estdo definidas ao lado esquerdo
de cada painel, sendo 5mM, 10mM, 15mM, 20mM e 50mM. Foi feita diluicdo seriada e aplicado
108, 10°, 10* e 10° células. O fungo foi incubado por 10 dias. P. lutzii s6 ndo foi capaz de crescer
em propionato de sédio em concentracdes superiores a 20 mM. O experimento foi realizado em
triplicata bioldgica.

5.4 — O propionato induz a expesséo dos genes mcs, mcd, mcl e pcl

Para analisar o perfil transcricional dos genes codificantes para as
enzimas MCS e PCL nas formas de levedura e micélio, bem como da MCD e
MCL em P. lutzii na forma de levedura, foi utilizado ensaio de PCR quantitativa

(Figura 9). O perfil transcricional foi analisado em resposta as seguintes fontes de



carbono: glicose, utilizada como controle por ndo produzir propionil-CoA, glicose e
propionato de sodio ou somente em propionato. O nivel de expressao da
condicao controle foi utilizado como referéncia.

Em levedura, os genes mcs e mcl (Figura 9-A e C, respectivamente)
apresentaram pelo menos trés vezes maior nivel de expressao em propionato do
gue a condicdo controle, que é a glicose. O gene mcd e pcl (Figura 9-B e D,
respectivamente), apresentou aumento de expressao na levedura ap6s 48 horas
de incubacdo em propionato. Ja nas incuba¢gBes em glicose suplementada com
propionato, observou-se expressdo dos genes mcs, mcd, mcl e pcl de até duas
vezes maior do que o controle.

Em micélio (Figura 9-E e F), os niveis de expressao dos genes mcs e pcl
apresentaram diferenca significativa apos 48 horas de incubacdo em glicose com
propionato. Na incubacédo somente com propionato como fonte de carbono, pcl foi

trés vezes mais expressa apos 48 horas.
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Figura 9 — Quantificagcdo dos transcritos mcs, mcd, mcl e pcl durante incubacdo em
diferentes fontes de carbono. Em A, B C e D sdo mostrados o0s niveis de expressado destes
genes na levedura de P. lutzii. Em E e F a analise foi realizada na forma miceliana do fungo. A
incubacdo foi realizada em glicose, glicose com propionato ou somente em propionato, todos a 10
mM, durante 6, 24 e 48 horas. GLIC. = glicose; PROP. = propionato de sddio. Os dados foram
normalizados pelo transcrito da proteina a-tubulina. As barras de erros se referem ao desvio
padrao de triplicatas biologicas. * indica valor de P < 0,05.



5.5 - O propionato induz o aumento de atividade da metilcitrato sintase

A atividade enzimatica da metilcitrato sintase foi determinada a partir do
extrato proteico bruto de micélio e levedura de P. lutzii em glicose, glicose com
propionato ou em propionato (Tabela 6). Aléem disso, a atividade do sobrenadante
de cultura dessas duas formas também foi realizada. A condicdo do ensaio foi
definida utilizando-se extrato proteico total.

Considerando a atividade de MCS, observou-se que em propionato, tanto
em micélio quando em levedura houve aumento em relacdo as outras condicdes.
No citoplasma de micélio, a atividade da MCS em propionato foi de 73,55 U.mg
proteina?l, 27% maior do que em glicose. Em levedura, no citoplasma, foi de
54,35 U.mg proteina, 66% maior do que em glicose. No citoplasma de micélio, a
atividade da MCS se apresentou 35% maior do que em levedura. No
sobrenadante das incubacdes, pode-se observar que a MCS foi secretada e
permaneceu metabolicamente ativa tanto em levedura quanto micélio. A atividade
do sobrenadante da levedura foi de 74,06 U.mg proteina?! e 135% maior do que
quando comparado com o sobrenadante dessa mesma forma do fungo em
glicose. Diferentemente do que ocorreu no sobrenadante do micélio, no qual a
atividade de MCS foi de 50,18 U.mg proteina, em torno de 50% menor do que
em glicose. Em glicose suplementada com propionato ndo houve o aumento de
atividade da MCS.



Tabela 6 — Atividade de metilcitrato sintase em extrato citoplasmatico e
secretado de micélio e levedura de P. lutzii incubado em glicose, glicose
com propionato ou propionato

MCS* DP MCS*
o Glicose 57,69 +1,16
E Glicose/Propionato 43,10 +4,21
= Propionato 73,55 +6,57
o % Glicose 95,18 +0,58
3 g Glicose/Propionato 48.39 +3,51
= 8 Propionato 50,18 13,51
© Glicose 32,70 +4,44
% Glicose/Propionato 29,96 +7,22
4 Propionato 54,35 +5,82
© _’g Glicose 31,42 +2,95
g § Glicose/Propionato 55,66 +0,40
3 ;8/ Propionato 74,06 +1,79

*Os dados estdo em U.mg proteinal. Uma unidade de atividade (U) foi definida como a liberacéo
de 1 ymol de CoASH por mg de proteina por minuto. DP = desvio padrdo; MCS = metilcitrato
sintase.

5.6 — Producado, purificacado e atividade enzimatica da MCS de P. lutzii

A MCS recombinante foi obtida e purificada para caracterizacdo e
determinacdo dos seus parametros bioquimicos utilizando-se o0s substratos
propionil-CoA e acetil-CoA. As fracbes resultantes da purificacdo proteica
analisadas em SDS-PAGE (Figura 10) resultaram em uma proteina com massa
molecular de aproximadamente 50 kDa.
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Figura 10 — Inducéo e purificacdo da MCS recombinante com resina Ni-NTA. A inducgéo foi
realizada em bactéria E. coli BL21 em meio de autoinducdo (Novagen), com ampicilina e
cloranfenicol, e crescida por 18 horas a 30 °C. Apds inducdo, a proteina recombinante de
aproximadamente 50 kDa foi purificada com resina Ni-NTA. A andlise foi realizada em gel SDS-
PAGE 12%. Linhas M = marcador de peso molecular; 1 = extrato celular induzido; 2 =
sobrenadante da ligacdo; 3 = fracdo da lavagem; 4 — 7 = fracdes das eluicdes; 8 proteina
concentrada (5 pug).

A proteina recombinante apresentou 455 aminoacidos (sem peptideo de
sinalizacdo mitocondrial) com a cauda de histidina e pl tedrico de 8,34. A
atividade especifica (Tabela 7) da MCS em extrato bruto foi de 8,21 U.mg
proteina! em acetil-CoA e 3,46 U.mg proteina! em propionil-CoA, enquanto que,
para comparacdo, no purificado concentrado foi de 37,97 U.mg proteina! em
acetil-CoA (numero de turnover 31,6 s1) e 16,52 U.mg proteinal em propionil-
CoA (numero de turnover 13,5 s1), com rendimento de 92% na purificacéo.
Portanto, a taxa de atividade da enzima foi de aproximadamente 2,3:1 de citrato
sintase e metilcitrato sintase, respectivamente. O Km para propionil-CoA foi de
1,59 uM e para acetil-CoA foi de 1.57 uM. Na presenca de 1 mM de oxaloacetato,
0 Km para propionil-CoA foi de 6,4 uM enquanto que para acetil-CoA foi 9,5 uM. A
eficiéncia catalitica com propionil-CoA foi estimada como V/Km = 8,5 x 108 st M
e com acetil-CoA como V/Km = 2,0 x 107 st M1, Na presenca de oxaloacetato, a
eficiéncia catalitica com propionil-CoA foi estimada em V/Km = 2,1 x 106s M? e

com acetil-CoA como V/Km = 3,3 x 10 s1 M1, Embora tenha mostrado maior



atividade com acetil-CoA em relacdo a propionil-CoA, na presenca de
oxaloacetato, a afinidade por propionil-CoA aumentou, indicada pela diminuicao
do Km. J& a eficiéncia catalitica mostrou semelhanca entre os dois substratos na
presenca de oxaloacetato, embora tenha sido levemente maior com acetil-CoA.
Os dados sugerem que a MCS pode atuar, também, como citrato sintase.

Tabela 7 — Parametros bioguimicos da MCS de P. lutzii

Parametros MCS de P. lutzii
Atividade especifica (Propionil-CoA) 16,52 U.mg proteina®
Atividade especifica (Acetil-CoA) 37,97 U.mg proteina?
Numero de turnover (Propionil-CoA) 13,5s?

Numero de turnover (Acetil-CoA) 31,6s?

Valor de Km (Propionil-CoA) 1,59 uM

Valor de Km (Acetil-CoA) 1,57 uM

Valor de Km (Oxaloacetato + Propionil-CoA) 6,4 uM

Valor de Km (Oxaloacetato + Acetil-CoA) 9,5 uM

Eficiéncia catalitica (Propionil-CoA) 8,5 x 106 st M?
Eficiéncia catalitica (Acetil-CoA) 2,0 x 107 st M1
Eficiéncia catalitica (Oxaloacetato + Propionil-CoA) 2,1 x 106st M1
Eficiéncia catalitica (Oxaloacetato + Acetil-CoA) 3,3 x 108st M1

5.7 - O perfil protebmico da levedura de P. lutzii em propionato apresentou

aumento da quantidade de enzimas do CMC

O perfil protedmico da levedura de P. lutzii foi analisado por NanoUPLC-
MSE, Apds a andlise quantitativa, foi obtida uma tabela com 433 proteinas com a
sua taxa relativa de quantidade. Dentre essas, 176 foram induzidas (Tabela 8) e
155 foram reprimidas (Tabela 9) em propionato em relacédo a glicose. As outras
102 proteinas ndo apresentaram diferenca significativa de regulacdo (dados nao
mostrados). Foram identificadas proteinas induzidas e reprimidas participantes do
metabolismo de aminoéacidos, carboidratos, compostos de carbono, metabolismo
de acidos graxos e lipideos. Vias de producdo de energia como gliclise e
gliconeogénese, ciclo do acido tricarboxilico e oxidacdo de acidos graxos também
foram reguladas, bem como vias de informacéo, transporte, percepcao e resposta
a estimulos. Proteinas pertencentes ao ciclo do metilcitrato, ciclo do glioxilato, via
da pentose-fostato, conservacdo e producdo de energia, como fosforilacdo

oxidativa, foram encontradas induzidas quando comparadas com o controle.



Enquanto que proteinas pertencentes a fermentacdo alcodlica e processos de
desenvolvimento como biogénese de compostos celulares e diferenciacéo de tipo

celular foram reprimidas.



Tabela 8 - Relacdo de proteinas induzidas em Propionato e classificacdo

funcional

Acesso* Descricéo Score szfgg(e)
METABOLISMO

Metabolismo de aminoacidos

PAAG_08166 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase 1101,35 3,22
PAAG_00221 Acetolactato sintase 570,44 2,20
PAAG_02170 Adenilosuccinato sintetase 801,09 1,86
PAAG_03045 Aminometiltransferase 4463,85 1,46
PAAG_06072 Aminotransferase de aminoacido de cadeia ramificada 1096,78 1,84
PAAG_01969 Arginase 714,62 1,93
PAAG_06407 Argininosuccinato liase 785,25 2,01
PAAG_08065 Aspartato-semialdeido desidrogenase 544,21 1,88
PAAG_04701 Cistationina gama-liase 741,98 1,58
PAAG_07626 Cobalamina-independente sintetase 6348,23 1,60
PAAG_01365 Colina desidrogenase 1615,39 1,26
PAAG_05253 Delta-1-pirrolino-5-carboxilato desidrogenase 4321,54 1,86
PAAG_07954 Gama-glutamil fosfato redutase 1001,58 1,75
PAAG_01568 Glicina desidrogenase 2206,60 1,65
PAAG_07689 Glutamato desidrogenase NADP-especifica 3292,79 2,12
PAAG_05984 Glutaril-CoA desidrogenase 980,34 1,21
PAAG_08164 Homogentisato 1,2-dioxigenase 6260,94 2,23
PAAG_08162 Maleilacetoacetato isomerase 2357,57 Propionato
PAAG_07036 Metilmalonato-semialdeido desidrogenase 4431,37 1,38
PAAG_08100 O-acetil-homoserina (tiol)-liase 14788,46 1,77
PAAG_01302 Proteina da familia da fosforilase 1965,49 2,10
PAAG_02935 Proteina H do sistema de clivagem da glicina 2330,52 1,58
PAAG_06416 Proteina hipotética 1168,88 1,45
PAAG_02644 Quinurenina-oxoglutarato transaminase 1050,64 1,25
PAAG_02901 s-adenosilmetionina sintetase 3705,59 1,84
PAAG_04443 Sintese de espermidina 3761,83 1,57
PAAG_08718 Succinato-semialdeido desidrogenase 792,87 1,40
Metabolismo de nitrogénio, enxofre e selénio

PAAG_03333 Formamidase 2995,07 1,84
Metabolismo de nucleotideo/necleosideo/nucleobase

PAAG_04974 Adenilosuccinato liase 718,05 Propionato
PAAG_00433 Adenosina quinase 2009,47 Propionato
PAAG_00731 Proteina bifuncional de biossintese de purina ADE17 9726,85 1,63
PAAG_01457 Xantina fosforribosiltransferase 1 1771,38 1,42
Metabolismo do fosfato

PAAG_00657 Pirofosfatase inorganica 5993,15 1,25
Metabolismo de carboidratos e compostos de carbono

PAAG_04559 2-metilcitrato desidratase 2493822 1,46
PAAG_04550 2-metilcitrato sintase 21941,23 1,68
PAAG 07180 Acetato quinase 507,18 Propionato




PAAG_04541 Alcool desidrogenase 911,62
PAAG_00685 Alfa-manosidase 736,83
PAAG_07804 D-lactato desidrogenase 1114,92
PAAG_02011 Fosfoglicomutase 2735,84
PAAG_03776 Inositol-3-fosfato sintase 421,26
PAAG_01158 Proteina hipotética 501,49
PAAG_ 05093 ?lljjlgjmga%ZABg guetoacido-coenzima A transferase 224727
PAAG_07150 UDP-galactopiranose mutase 629,09
Metabolismo de lipideos, acidos graxos e isoprenoides

PAAG_01833 2-succinilbenzoato-CoA ligase 477,98
PAAG_04526 3-beta-hidroxiesteroide desidrogenase 991,52
PAAG_06333 Acil-coenzima A tioesterase 13 1298,18
PAAG_03960 |sopentenil-difosfato delta-isomerase 1316,90
PAAG_08277 Proteina da familia da nitrorredutase 2936,51
Metabolismo de vitaminas, cofatores e grupos prostéticos

PAAG_00851 6,7-dimetil-8-ribitillumazina sintase 2363,65
PAAG_02859 Adenosil-homocisteinase 38694,04
PAAG_01934 cCadeia alfa da riboflavina sintase 3668,26
PAAG_07321 Proteina de biossintese de piridoxina PDX1 5937,41
PAAG_00799 Uroporfirinogénio decarboxilase 635,83
ENERGIA

Glicdlise e gliconeogénese

PAAG_07410 2 3-fosfoglicerato mutase bisfosfoglicerato-independente ~ 2605,65
PAAG_01995 Aldolase frutose-bifostato 4273,31
PAAG_00771 Enolase 32950,20
PAAG_02682 Frutose-1,6-bifosfatase 3940,38
PAAG_06526 Glicose-6-fosfato isomerase 2193,66
Ciclo do Glioxilato

PAAG_06951 |socitrato liase 3316,87
Via das pentoses-fosfato

PAAG_04444 Transquetolase 3153,35
Via dos acidos tricarboxilicos (ciclo do citrato, ciclo de Krebs, ciclo TCA)
PAAG_02732 2-oxoglutarato desidrogenase E1 697,55
PAAG_08915 Diidrolipoamida succiniltransferase 6390,04
PAAG_03330 Diidrolipoil desidrogenase 8914,05
PAAG_00588 Famarato desidrogenase 510,63
PAAG_08449 Malato desidrogenase 18900,75
PAAG_04238 Succinato desidrogenase subunidade flavoproteina 175,94
PAAG_01725 Succinato desidrogenase subunidade flavoproteina 2243,57
Transporte de elétrons e conservacéo de energia membrana-associado
PAAG_04820 ATPase subunidade alfa 16253,86
PAAG_01603 Citocromo b2 604,64
PAAG_01265 Citocromo b5 5726,58
PAAG_06268 Citocromo ¢ 624,65
PAAG_06252 Citocromo c oxidase polipeptideo VIb 5355,13
PAAG_08088 Citocromo complexo b-c1 subunidade 2 953,78

1,68
1,70
1,63
1,48
Propionato
1,42

1,67
1,82

1,25
1,46
Propionato
1,60
1,51

11,82

2,08

1,39

1,82
Propionato

1,72
1,46
1,39
2,12
1,65

1,90

1,72

1,34
1,28
1,67
2,59
1,36
1,30
1,43

1,79
1,26
1,36
1,73
Propionato
Propionato



PAAG_02382 Quinona oxidorredutase
PAAG_00293 Quinona oxidorredutase

PAAG_07672

Uroporfirinogénio decarboxylase

Oxidacao de acidos graxos

PAAG_04811
PAAG_06329
PAAG_03447
PAAG_06224
PAAG_06309
PAAG_06462

2-hidroxiacil-CoA liase
3-hidroxibutiril-CoA desidrogenase
Acetil-CoA acetiltransferase
Carnitina O-acetiltransferase
Enoil-CoA hidratase

Proteina de ligacao ao acil-CoA

Conversédo de energia e regeneracao

PAAG_05605
PAAG_05576
PAAG_04570
PAAG_08037
PAAG_06155

ATP sintase cadeia delta

ATP sintase cadeia gama

ATP sintase mitocondrial cadeia D
ATP sintase subunidade beta

ATP sintase vacuolar subunidade E

CICLO CELULAR E PROCESSAMENTO DE DNA
Processamento de DNA

PAAG_08917
PAAG_07099
PAAG_07098
Ciclo celular
PAAG_02466

Histona H2a
Histona H3.3
Histona H4.1

Proteina ativadora de GTPase ran-especifica

TRANSCRICAO
Sintese de RNA

PAAG_05224
PAAG_08918
PAAG_04726
PAAG_04814

Complexo THO subunidade 4
Histona tardia H2B.L4

Pirin

Proteina de ligacdo ao acido nucleico

SINTESE PROTEICA
Biogénese ribossomal

PAAG 02111
PAAG_05017
PAAG_05337
PAAG_09096
PAAG_07182
PAAG_00264
PAAG_00430
PAAG_00952
PAAG_06743
PAAG_07385
PAAG_00088
PAAG_06569
PAAG_00548
PAAG_03019
PAAG_04998
PAAG_00347

Proteina ribossomal 40S SO
Proteina ribossomal 40S S10-A
Proteina ribossomal 40S S22
Proteina ribossomal 40S S28
Proteina ribossomal 40S S7
Proteina ribossomal 40S S8
Proteina ribossomal 60S L2
Proteina ribossomal 60S L20
Proteina ribossomal 60S L23
Proteina ribossomal 60S L25
Proteina ribossomal 60S L3
Proteina ribossomal 60S L43
Proteina ribossomal 60S L5
Proteina ribossomal 60S L6
Proteina ribossomal 60S L8
Proteina ribossomal 60S L9

572,51
1089,30
1659,88

929,92

1375,46
3085,39
2358,38
7969,74
4634,73

1073,51
2291,77
771,63
33148,54
820,78

1004,73
17955,73
25537,33

16993,90

1731,05
5869,76
716,08

1529,81

1593,90
1082,55
2133,51
10977,98
3643,96
3176,47
1802,36
1293,35
2415,79
1365,14
685,31
800,34
5193,57
1401,16
2589,42
934,10

1,42
2,23
1,38

Propionato
1,70
1,75
1,22
1,70
1,62

1,38
1,70
1,73
2,66
1,88

3,42
2,23
2,25

1,90

1,72
2,34
Propionato
1,23

1,82
1,31
1,63
3,00
1,43
1,99
2,23
Propionato
Propionato
1,46
Propionato
2,53
1,26
1,86
Propionato
Propionato



PAAG_07841 Proteina ribossomal acidica 60S P1 21140,56 1,57
PAAG_08285 Proteina ribossomal mitocondrial putativa 54S MNP1 1759,75 1,23
Traducao

PAAG_00241 Fator de iniciacdo da traducao eucariotico 5A 1841,49 Propionato
Aminoacil-tRNA-sintetase

PAAG_01786 Fenilalanil-tRNA sintetase cadeia beta 1560,49 1,27
DESTINACAO DE PROTEINAS (enovelamento, modificacéo e destinaco)

Estabilizacdo e enovelamento de proteinas

PAAG_01117 Proteina de ligagdo FK506 489,65 Propionato
Direcionamento de proteinas, triagem e translocacéo

PAAG_05643 EILOIZema de membrana nuclear e reticulo endoplasmatico 13361,34 1,79
PAAG_00188 E}:‘;ﬁ;giq%f;:g‘?ﬁggﬁ mponagao para espaco 1097,23  Propionato
panc.o7sss TiSacas e mooregio para merbrena R s34
Modificagdo proteica

PAAG_03345 Fosfotirosina proteina fosfatase 3205,97 1,32
PAAG_04291 Nucleosideo difosfato quinase 22701,92 1,82
PAAG_05417 Ppeptideo de processamento mitocondrial subunidade beta 1276,32 2,80
Degradacao de proteinas/peptideos

PAAG_03279 Aminopeptidase 1168,57 1,21
PAAG_07319 Aminopeptidase Pro-xaa 736,58 Propionato
PAAG_09004 Aminopeptidase sensivel a puromicina 1181,06 1,22
PAAG_04205 Aminopeptidase vacuolar 632,70 Propionato
PAAG_00664 Aspartil aminopeptidase 742,72 1,57
PAAG_07467 Dipeptidil-peptidase 505,98 1,92
PAAG_08931 Glutamato carboxipeptidase 2642,77 1,80
PAAG_00852 Proteassomo componente C1 1561,23 1,58
PAAG_00753 Proteassomo componente C11 5763,25 1,77
PAAG_00866 Proteassomo componente C5 6075,84 1,36
PAAG_01941 Pproteassomo componente C7-alfa 1180,89 1,54
PAAG_08418 Proteassomo componente PRE3 846,88 1,70
PAAG_00868 Proteassomo componente PRE4 965,44 1,58
PAAG_03536 Proteassomo componente PRE5 1152,97 1,58
PAAG_07802 Proteassomo componente PRE6 4156,81 1,57
PAAG_03687 Proteassomo componente PUP2 2891,66 1,46
PAAG_00763 Proteassomo componente PUP3 3067,50 3,82
PAAG_00071 Proteassomo componente Y7 1788,78 1,67
PAAG_02414 Proteassomo regulatorio 26S subunidade rpnl 435,65 Propionato
PAAG_06740 Proteassomo regulatorio 26S subunidade RPN11 636,91 Propionato
PAAG_01962 Proteassomo subunidade 26S 924,93 Propionato
PAAG_08141 Proteassomo subunidade alfa tipo-4 2405,44 1,26

TRANSPORTE CELULAR, FACILITACAO DE TRANSPORTE E ROTAS DE TRANSPORTE
Compostos transportados (substratos)

PAAG_04276 Transportador fosfatidilinositol 3210,86 1,79
Rotas de transporte

PAAG_05960 Proteina da familia NIPSNAP 8340,10 1,40



MECANISMO DE TRANSDUGAO DE SINAL/COMUNICAGAO CELULAR

Sinalizac&o celular

PAAG_06996

Complexo beta da proteina G subunidade CpcB

RESGATE CELULAR, DEFESA E VIRULENCIA
Resposta ao estresse

PAAG_08059
PAAG_02130
PAAG_01339
PAAG_02364
PAAG_07020

Proteina de choque térmico
Proteina de choque térmico HSP98
Proteina de choque térmico SSC1
Tiorredoxina

Tiorredoxina redutase

Doenca, viruléncia e defesa

PAAG_06947

Detoxificacéo

PAAG_04164

Glutamiltranspeptidase gama

Superoxido dismutase

INTERAGCAO COM O AMBIENTE

Homeostase
PAAG_02608

Proteina hipotética

PROTEINAS NAO CLASSIFICADAS

PAAG_03624
PAAG_02217

PAAG_05761

PAAG_03537
PAAG_06083
PAAG_08313
PAAG_02353
PAAG_07234

PAAG_07631

PAAG_02068

PAAG_08005
PAAG_05550
PAAG_07772
PAAG_06365
PAAG_00335
PAAG_05856
PAAG_00579
PAAG_03197
PAAG_02985
PAAG_06955

Complexo Arp2/3 subunidade Arcl6

Proteina contendo dominio isocorismatase
Proteina da familia 4-carboximuconolactona
decarboxilase

Proteina da familia decarboxilase

Proteina da familia dienelactona hidrolase

Proteina da familia endorribonuclease L-PSP (Hmf1)
Proteina da familia GMF

Proteina da familia NAP

Proteina da familia redutase/desidrogenase de cadeia
curta

Proteina de ligacdo ao RNA inibidor 1 do ativador do
plasminogénio

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Tiol metiltransferase

* Acesso no banco de dados BROAD.

12877,75

61508,61
1267,72
21641,76
43867,17
680,25

447,78

9172,24

581,01

462,33
4319,76

3047,01

2547,11
1952,00
14903,47
2288,98
2339,51

1396,44

746,10

1710,28
1845,16
6346,84
503,09
767,76
6307,37
644,25
478,26
3634,93
2341,54

1,86

1,27
1,36
1,28
1,23
2,12

2,39

1,36

Propionato

2,20
1,65

Propionato

1,51
Propionato
1,21
1,38
1,26

Propionato

1,34

1,39
1,46
151
1,57
2,01
Propionato
Propionato
Propionato
Propionato
1,58



Tabela 9 - Relacao de proteinas reprimidas em Propionato e classificacao

funcional

Acesso* Descricdo Score Iq%xjgg(e)
METABOLISMO

Metabolismo de aminoacidos

PAAG_03978 3-hidroxisobutirato desidrogenase 3545,50 0,57
PAAG_ 00468 4-aminobutirato aminotransferase 11498,17 0,58
PAAG_07114 Agininosuccinato sintase 4322,29 0,64
PAAG 04401 Aminotransferase de aminoacido de cadeia ramificada 5292,64 0,77
PAAG_08668 Antranilato sintase componente 2 940,93 Glicose
PAAG_ 02603 Aspartato aminotransferase 2771,37 0,33
PAAG_04686 ;er::%rgoil-fostato sintase aginina-especifica de cadeia 619,21 Glicose
PAAG_00638 Cistationina beta-sintase 992,41 0,83
PAAG_07659 Corismato sintase 891,45 Glicose
PAAG 08701 D-3-fosfoglicerato desidrogenase 2043,18 0,80
PAAG 01002 Glutamato desidrogenase NAD-especifico 1327,68 Glicose
PAAG_ 07089 Homacitrato sintase 3414,45 0,57
PAAG_06431 Ornitina aminotransferase 657,82 Glicose
PAAG 07102 Polipetideo AROM pentafuncional 438,09 Glicose
PAAG_ 02354 Serina 3-desidrogenase 16549,62 0,63
Metabolismo de nitrogénio, enxofre e selénio

PAAG_06237 Proteina acessoria urease ureG 585,44 0,59
Metabolismo de nucleotideo/necleosideo/nucleobase

PAAG 02115 Pirofosfoquinase fosfato-ribose 1802,83 0,00
PAAG 02633 Pirofosfoquinase fosfato-ribose 1061,37 0,79
Metabolismo de carboidratos e compostos de carbono

PAAG 01194 2-oxoisovalerato desidrogenase subunidade beta 1199,31 0,73
PAAG_00566 Aflatoxina B1 aldeido redutase membro 2 811,37 Glicose
PAAG_05716 Anidrase carbodnica 1081,60 0,79
PAAG_ 05392 Betaina aldeido desidrogenase 2007,98 0,43
PAAG_07821 gé?affé?ﬁéiﬁi dependente/proteina da familia das 563.48 Glicose
Metabolismo de lipideos, acidos graxos e isoprenoides

PAAG_01525 Acido graxo sintase subunidade alfa reductase 1166,92 0,58
PAAG_01524 Acido graxo sintase subunidade beta desidrogenase 1367,51 0,58
PAAG_ 05150 ATP-citrato sintase subunidade 1 1450,96 Glicose
PAAG_05151 ATP-citrato-liase 2508,63 0,49
PAAG_08859 Enzima peroxissomal multifuncional 10064,02 0,47
PAAG 02843 Proteina hipotética 890,72 Glicose
PAAG 01536 Trans-2-enoil-CoA redutase 1624,84 0,81
Metabolismo secundéario

PAAG 04888 4-cumarato-CoA ligase 655,06 Glicose
PAAG_ 07759 Haloacido desalogenase 558,13 Glicose
PAAG 02016 Hidroximetilglutaril-CoA sintase 504,12 Glicose
ENERGIA

Glicdlise e gliconeogénese




PAAG_ 02869 Fosfoglicerato quinase 9244,94
PAAG_01015 Hexoquinase 1393,04
PAAG_06380 Piruvato quinase 8885,19
PAAG 02585 Triosefosfato isomerase 21257,87
Via dos acidos tricarboxilicos (ciclo do citrato, ciclo de Krebs, ciclo TCA)
PAAG_05048 3-isopropilmalato desidrogenase subunidade grande 5143,61
PAAG_00856 Isocitrato desidrogenase subunidade 1 1735,44
PAAG 07729 Isocitrato desidrogenase subunidade 2 1897,22
PAAG_00050 Piruvato desidrogenase 2008,13
PAAG 08295 Piruvato desidrogenase componente E1 subunidade alva 1504,61
PAAG_01534 Piruvato desidrogenase componente E1 subunidade beta 15144,95
PAAG 01463 Succinil-CoA ligase subunidade beta 2956,40
PAAG_00417 Succinil-CoA ligase subunidade beta 1659,99
Transporte de elétrons e conservacédo de energia membrana-associado
PAAG_00173 Flavoproteina transferidora de elétron subunidade alfa 1962,09
Fermentacédo

PAAG_00403 Alcool desidrogenase 13667,70
Oxidacao de acidos graxos

PAAG_ 03689 3-cetoacil-CoA tiolase B 1291,02
CICLO CELULAR E PROCESSAMENTO DE DNA

Processamento de DNA

PAAG_00106 Histona acetiltransferase subunidade catalitica tipo B 456,1
PAAG_02055 Histona chaperona asfl 1675,05
PAAG_00126 Histona H4.2 22410,58
PAAG_01539 Proteina corporal multivesicular carregada 1 3830,15
Ciclo celular

PAAG_07339 Proteina associada quinase S-fase 1A 10845,24
TRANSCRICAO

Sintese de RNA

PAAG_01558 Fator de transcri¢cdo familia CBF/NF-Y 615,9
PAAG_04161 Nuclease estafilococica dominio contendo proteina 1 741
PAAG_06891 Regulador pés-transcricional de ligacdo ao mRNA (Csx1) 588,88
Processamento de RNA

PAAG_07785 E&rﬂngcgnente de ribonucleoproteina nuclear pequena 116 642,05
PAAG_00244 Proteina de ligagcao ao poliadenilato 2584,50
PAAG_01097 Proteina de ligagao Poli(rC) 1155,15
PAAG_01630 Ribonucleoproteina nuclear pequena LSM2 2040,03
SINTESE PROTEICA

Biogénese ribossomal

PAAG 03513 Proteina ribossomal 40S L18 2101,58
PAAG_06320 Proteina ribossomal 60S L13 1670,96
PAAG 07955 Proteina ribossomal 60S L18 3521,09
PAAG_01050 Proteina ribossomal 60S L30 10306,18
Traducéo

PAAG_00815 Fator 3 de iniciagcao da traducao eucariotico 5A 585,11

subunidade A

0,68
0,34
0,51
0,80

0,47
Glicose
0,75
0,61
0,72
0,68
0,55
0,83

0,75

0,78

Glicose

Glicose
Glicose
Glicose
Glicose

0,57

Glicose
Glicose
Glicose

0,72

0,70
0,53
Glicose

Glicose
0,70
0,58
0,75

Glicose




Fator 3 de iniciacao da traducao eucariotico 5A

PAAG_01330 subunidade RNA-ligante 1201,08 Glicose
PAAG_02024 Fator de elongamento alfa 1 22962,59 0,44
PAAG_ 00594 Fator de elongamento alfa 2 16269,07 0,76
PAAG_03167 Fator de elongamento alfa G 1 671,20 Glicose
PAAG 02921 Fator de elongamento alfa Tu 15283,95 0,66
PAAG_00240 Fator de iniciagdo da tradugdo eucaridtico 5A 1783,22 0,75
PAAG_ 00689 Helicase ATP-dependente de RNA elF4A 3544,21 Glicose
Aminoacil-tRNA-sintetase

PAAG_01777 Alanil-tRNA sintetase 4087,87 0,58
PAAG 02071 Glutamil-tRNA sintetase 1128,7 Glicose
PAAG_ 07105 Isoleucil-tRNA sintetase 407,87 Glicose
PAAG_05015 Leucil-tRNA sintetase 447,64 Glicose
PAAG_08172 Lisil-tRNA sintetase 1317,68 0,83
PAAG_ 04742 Valil-tRNA sintetase 1343,22 Glicose

DESTINACAO DE PROTEINAS (enovelamento, modificacéo e destinacéo)
Estabilizacdo e enovelamento de proteinas

PAAG_02482 Dissulfeto isomerase tigA 902,13 Glicose
PAAG_07490 Monotiol glutarredoxina-5 2583,47 Glicose
PAAG_07509 Peptidil-prolil cis-trans isomerase sspl 901,78 Glicose
PAAG_08184 Proteina 1 do complexo T subunidade epsilon 932,06 0,82
PAAG_07165 Proteina 1 do complexo T subunidade gama 765,45 Glicose
PAAG_08287 Proteina 1 do complexo T subunidade teta 686,01 0,71

Direcionamento de proteinas, triagem e translocacéo
Translocase de importacdo para membrana interna

PAAG_03772 mitocondrial subunidade tim9 3588,39 0.71
Modificagéo proteica

PAAG 03932 Enzima ativadora de ubiquitina E1 1565,42 Glicose
PAAG_04901 Enzima de conjugacéo da ubiquitina 4974,23 0,59
PAAG_04327 Ubiquitina hidrolase caboxil-terminal 460,98 Glicose
PAAG_00202 Ubiquitina hidrolase caboxil-terminal 437,34 Glicose

PAAG_02773 Variante da enzima de conjugac¢éo da ubiquitina MMSE 2249,43 Glicose
Degradacao de proteinas/peptideos

PAAG 01104 Componente de proteassoma PUP1 5182,94 0,62
PAAG 01926 Proteassoma regulatéria 26S subunidade T5 3085,21 0,66
PAAG_05509 Proteassoma regulatéria ndo-ATPase 26S subunidade 11 836,85 0,56
PAAG_08205 Proteassoma regulatéria nao-ATPase 26S subunidade 6 731,63 0,75

TRANSPORTE CELULAR, FACILITACAO DE TRANSPORTE E ROTAS DE TRANSPORTE

Compostos transportados (substratos)

PAAG 07900 Prote!ng dg transferéncia de fosfatidilinositol-
— fosfatidilcolina

Facilitacédo de transporte

2164,34 0,42

PAAG_01947 ATPase GET3 1343,48 Glicose
Rotas de transporte

PAAG_ 00932 Cadeia leve da dineina 4128,62 0,67
PAAG 06233 Proteina de fuséo vesicular SEC17 1102,38 Glicose
PAAG 04374 Proteina inespecifica de transferéncia de lipidos 1796,23 Glicose

MECANISMO DE TRANSDUCAO DE SINAL/COMUNICAGCAO CELULAR




Sinalizac&o celular

PAAG_07702
PAAG_06344
PAAG_02377
PAAG_07634
PAAG_00782
PAAG_08093
PAAG_02458

PAAG_02820

PAAG_02973
PAAG_04651

Fator de ribosilagcéo do ADP
Inibidor de dissociacdo de GDP rab
Inibidor de dissociacdo de GDP rho
Pequena GTPase RhoA

Pequeno COPII coat GTPase sarl
Proteina de ligacdo a GTP ypt3
Proteina de ligacao a GTP ypt7

Proteina de ligacao ao acido nucleico dependente de

GTP engD
Proteina de manutenao do estado diploide chpA

Proteina nuclear de ligacdo a GTP GSP1/Ran

RESGATE CELULAR, DEFESA E VIRULENCIA
Resposta ao estresse

PAAG_01454
PAAG_02686
PAAG_08260
PAAG_05679
PAAG_00871
PAAG_07775
PAAG_06811
PAAG_06175

Detoxificacéo

PAAG_04785
PAAG_03774
PAAG_02725

Catalase

Hsp90 co-chaperona AHA1

Hsp90 co-chaperona Cdc37
Proteina de choque térmico
Proteina de choque térmico 30 kDa
Proteina de choque térmico SSB1
Proteina de choque térmico STI1
Proteina de matriz peroxissomal

Familia oxirredutase DSBA
S-(hidroximetil)glutationa desidrogenase
Superoxido dismutase

BIOGENESE DE COMPONENTES CELULARES

Parade celular

PAAG_00889
PAAG_00850
PAAG_06885

Fosfomanomutase
Glicosamina-frutose-6-fosfato aminotransferase
UDP-N-acetilglicosamina pirofosforilase

Citoesqueleto/proteina estrutural

PAAG_03532
PAAG_01647
PAAG_05663
PAAG_08697
PAAG_00004

Actina

Alfa tubulina-cadeia 1

Complexo ARP2/3 subunidade 34 kDa
Miosina-2

Proteina de ligacao a actina

DEFERENCIACAO DE TIPO CELULAR
Diferenciacao de tipo celular de micro-organismos/fungos

PAAG_07958

Fimbrina

PROTEINAS NAO CLASSIFICADAS

PAAG_06851
PAAG_06917
PAAG_00772
PAAG_01935
PAAG_03243
PAAG_04274

Cadeia curta de desidrogenase/redutase
Dominio KH de proteina de ligagdo ao RNA
Fator 3 de iniciacdo da traducdo subunidade J
Formil-coenzima A transferase
Glicose-6-fosfato 1-epimerase

Inibidor de proteina fosfatase 2

1846,01
7031,10
580,30

2899,91
2085,29
4125,32
1904,57

3046,66

7015,08
22914,23

4344,10
2282,75
5972,15
25630,70
21687,35
7165,68
9682,48
18573,71

1766,83
952,22
7413,85

1995,62
1212,92
741,65

7949,79
4704,41
1541,58
498,60

1677,16

1880,63

2504,45
1358,36
2792,02
849,58

1073,02
2630,20

0,70

0,50

Glicose
Glicose
Glicose
Glicose
Glicose

Glicose

0,83
0,18

0,39
0,77
0,78
0,37
0,33
0,74
0,71
0,67

Glicose
Glicose
0,80

Glicose
Glicose
Glicose

0,29
0,44
0,82
Glicose
0,83

Glicose

0,53
Glicose
Glicose
0,76
0,84
0,83




PAAG_03701
PAAG_03152
PAAG_00367
PAAG_06515
PAAG_05087
PAAG_04282

PAAG_01399

PAAG_09083
PAAG_03106
PAAG_04391
PAAG_02026
PAAG_01695
PAAG_07875
PAAG_00297
PAAG_00297
PAAG_00340
PAAG_00573
PAAG_01045
PAAG_05168
PAAG_00503

Proteina contendo dominio BAR
Proteina contendo dominio CobW
Proteina contendo dominio CUE
Proteina contendo dominio DUF833
Proteina contendo dominio RNP

Proteina contendo dominio UBX

Proteina da familia desidrogenase/epimerase dependente
de NAD

Proteina da familia TCTP

Proteina da familia ThiJ/Pfpl
Proteina de ligacao a progesterona
Proteina de repeticdo da anquirina
Proteina de resisténcia do arsenito
Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética conservada
Superfamilia hidrolase HAD

* Acesso no banco de dados BROAD.

2774,65
6975,92
572,86
1214,31
943,65
535,87

2219,57

20407,76
2116,11
2772,92
1098,14
894,65
20099,06
5803,94
15466,66
3412,62
1707,43
722,88
1663,31
1689,73

0,64
0,45
Glicose
0,58
Glicose
Glicose

0,68

0,43
0,64
0,64
Glicose
Glicose
0,22
0,59
0,62
0,79
Glicose
Glicose
Glicose
Glicose



DISCUSSAO

Tem sido demonstrado que propionil-CoA pode ser metabolizado pela via
da metilmalonil-CoA mutase em mamiferos (HALARNKAR et al., 1989), pela -
oxidacdo modificada em plantulas (LUCAS et al., 2007), insetos (HALARNKAR et
al., 1989), bactérias (LEE et al., 2009) e fungos (HASEGAWA et al.,, 1982;
MIYAKOSHI et al., 1987; OTZEN et al., 2014) e pelo ciclo do metilcitrato em
fungos (UCHIYAMA et al.,, 1976; BROCK et al., 2000; BROCK et al., 2004;
KOBAYASHI et al., 2013; LIMENITAKIS et al., 2013) e bactérias (LONDON et al.,
1999; PALACIOS et al., 2004; MUNOZ-ELIAS et al., 2006).

Neste sentido, procedeu-se o0 rastreamento dos genomas de
Paracoccidioides spp. (P. lutzii, P. brasiliensis isolado 03 e 18) em busca
ortélogos das enzimas do CMC utilizando como molde a sequéncia dessas
proteinas de A. nidulans e A. fumigatus por ja serem bem descritas na literatura. A
pesquisa revelou que as trés espécies de Paracoccidioides utilizadas neste
estudo apresentam sequéncias com alta identidade entre estas enzimas (Tabela
4). A MCS e MCD apresentaram identidades superiores a 78% com as
sequéncias de aminoacidos de A. nidulans e fumigatus, e a PCL e MCL superior a
74%. Portanto, por meio de predicdo por bioinformatica, foram identificadas as
provaveis enzimas exclusivas do CMC também em Paracoccidioides spp., 0 que
sugere ser esta a via responsavel pelo processamento de propionil-CoA neste
fungo.

A identificagdo das enzimas do CMC de Paracoccidioides spp.
corroboram para a afirmativa de que muitos fungos oxidam propionil-CoA a
piruvato via ciclo do metilcitrato (MIYAKOSHI et al., 1987). Uma situacao similar &
achada no dominio bacteriano, no qual o ciclo do metilcitrato aparece para
emergir como uma via geral de metabolismo aerébico do propionato (BUCKEL,
1999). Este nutriente é uma fonte largamente disponivel no solo, sendo superado
apenas por acetato. Além disso, propionato é disponivel também nos tecidos do
hospedeiro como produto de degradacdo de aminoacidos e &cidos graxos.
Portanto, as vias metabdlicas que permitem o estabelecimento de micro-

organismos nestes meios sdo essenciais tanto para organismos que possuem



estilo de vida parasitario e saprobidtico, como o Aspergillus spp. e
Paracoccidioides spp., quanto para os de estilo somente parasitario, como
Salmonella, parasito do trato intestinal animal — ambiente rico em propionato
(BROCK, 2005).

A partir da busca por ortélogos, foi feita a avaliacdo da identidade das
quatro enzimas entre as trés espécies de Paracoccidioides spp. A analise revelou
identidade >97% para PCL, >98% para MCS, >94% para MCD e >91% para MCL
(Tabela 5). Dessa forma, procedeu-se os estudos em apenas um dos isolados,
em P. lutzii, uma vez que as enzimas se mostraram altamente conservadas no
género Paracoccidioides, para que, em estudos posteriores, comparacoes
possam ser realizadas entre representantes das espécies filogenéticas S1, PS2 e
PS3 desse género.

A analise da posicdo dos genes codificantes para as enzimas do CMC
revelou proximidade entre eles (Figura 5-A). Os genes mcl e mcs em P. lutzii
estdo seguidamente localizados, diferentemente de suas localizacbes em A.
fumigatus, que estdo separados por outros 72 genes. Entre o gene mcd e mcs, ha
8 genes nao relacionados com o ciclo do metilcitrato que os separam e codificam
proteinas que nao foram identificadas na analise proteémica (Tabelas 7 e 8). Em
A. fumigatus, entre esses dois genes estao localizados outros 13 que 0s separam.

Ja a sequéncia cromossomal dos genes mcs, mcd e mcl revelou que P.
lutzii possui estruturas génicas semelhantes a do género Aspergilus. O gene mcs
contém sequéncia gendmica de 1.561 nucleotideos, com 2 introns e codifica uma
proteina de 469 aminoacidos (Figura 5-B). Em A. fumigatus, o gene codificante
para a enzima MCS possui gene de 1.520 nucleotideos, 2 introns e a proteina
codificada contém 465 aminoécidos. Em A. niger, a proteina codificada também
contém 465 aminoacidos (KOBAYASHI et al.,, 2013). O gene mcd possui
sequéncia genbmica de 1.924 nucleotideos contendo 3 introns. A sequéncia da
proteina € composta por 561 aminoacidos. Em A. fumigatus, o gene mcd aporta
1.893 nucleotideos também com 3 introns e proteina de 558 aminoacidos.
Adicionalmente, o gene mcl de P. lutzii, com sequéncia gendmica de 2.101 e 4
introns, codifica uma enzima com 602 aminoacidos. Este gene em A. fumigatus é
composto por 2.173 nucleotideos, 4 introns e 649 aminoacidos. Em A. nidulans, a
enzima MCL apresenta 604 aminoacidos (BROCK, 2005).



Quanto a localizacao sub-celular, em Toxoplasma gondii, as enzimas do
ciclo do metilcitrato estdo presentes tanto no citoplasma quanto no interior da
mitocdndria (LIMENITAKIS et al., 2013). A localizacdo sub-celular destas enzimas
reflete mecanismos de pressdo seletiva, uma vez que propionil-CoA é gerado
também pela B-oxidacdo de acidos graxos de cadeia impar no interior da
mitocondria. Por analises in silico e fusionamento a GFP, também em T. gondii, a
enzima propionil-CoA sintetase e a MCS foram achadas exclusivamente no
interior da mitocondria, enquanto que a MCD foi identificada como proteina
citosolica. Ja a MCL foi encontrada no citosol e na regido periférica da
mitocondria. Portanto, os dois primeiros passos da detoxificacdo de propionil-CoA
devem ocorrer no interior da mitocéndria (LIMENITAKIS et al., 2013), e os
demais, provavelmente, ocorram no citosol. Portanto, neste organismo, o CMC
provavelmente inicia-se na mitocéndria e se reloca ao citosol apds a geracao de
metilcitrato pela MCS (LIMENITAKIS et al., 2013).

Tem sido proposto que propionil-CoA €é exportado ao citosol via
transportador do acido tricaboxilico presente na membrana da mitocéndria
(CHEEMA-DHADLI et al., 1975). A MCD, no citoplasma, poderia, entdo, converter
o metilcitrato a metil-cis-aconitato que, posteriormente, pode ser usado como
substrato por uma aconitase na geracdo do metilisocitrato. A MCL, por fim, atua
na quebra do metilisocitrato a piruvato e succinato que podem ser usados para
diferentes reacdes dentro e fora da mitocondria. O piruvato e succinato podem
entrar novamente na mitocondria via transportadores de acido dicarboxilico e
monocarboxilico, respectivamente, para integrarem o ciclo do acido citrico.
Semelhantemente & localizacdo descrita para T. gondii, analises in silico das
sequéncias de aminoacido da MCS e MCL de P. lutzii revelaram a presenca de
sequéncia de peptideo para direcionamento mitocondrial. A MCD apresentou
localizacdo mitocondrial e citosoélica, enquanto que a PCL apresentou predicdo de
localizacdo na membrana plasmética e no citosol.

A PCL é uma enzima responsavel por adicionar o grupo CoASH ao
propionato. Em nossa analise de expressado génica por qPCR, o gene dessa
enzima foi em torno de trés vezes mais induzido na presenca de propionato do
gue em glicose, tanto na levedura quanto no micélio de P. lutzii, embora nao

tenha sido identificada pela analise proteémica. NGs sugerimos que o0 propionato,



ao ser convertido a propionil-CoA logo na membrana plasmatica pela propionil-
CoA ligase, pode requerer a carnitina acetiltransferase para transporte deste
metabodlito para o interior da mitocéndria, pois essa enzima apresentou-se
induzida na presenca de propionato (Tabela 8). Assim, propionil-CoA, no interior
da mitocondria, seria metabolizado pelo CMC. Resultados similares também
foram reportados em A. niger (KOBAYASHI et al., 2013) e C. lipolytica
(UCHIYAMA et al., 1982).

Embora tenha tido um lento crescimento sob condi¢des in vitro, pode-se
observar que P. lutzii é capaz de usar o propionato como Unica fonte de carbono
(Figuras 7 e 8) sob concentracdo de até 15 mM. Acima de 20 mM, propionato
apresentou-se toxico, pois mesmo suplementado com glicose o fungo nédo foi
capaz de crescer. Contudo, ensaios de ruptura génica das enzimas do CMC séao
necessarios para avaliar se este ciclo é essencial para o crescimento de
Paracoccidioides spp. tendo como unica fonte de carbono propionato de sédio ou
outra fonte geradora de propionil-CoA.

A capacidade dos patdgenos infectarem e se estabelecerem no
hospedeiro esta relacionada com a interacdo entre ambos 0s organismos. E um
dos meios pelos quais 0os micro-organismos utilizam para se estabelecerem aos
diferentes nichos parasitarios € a adaptacdo por meio da alteracdo de expressao
génica, como demonstrado em Cryptococcus neoformans em condi¢des in vivo
(STEEN et al., 2003). O perfil transcriptdmico da levedura de P. lutzii, determinado
a partir de células de figado de camundongo infectado, demonstrou a expressao
elevada das seguintes vias: glicolise, biossintese de aminoacido, lipideos e
metabolismo de esterol, sugerindo uma expressao génica diferencial em resposta
ao ambiente hospedado (COSTA et al., 2007). O ensaio de qPCR mostrou que 0s
genes codificantes para o ciclo do metilcitrato sofreram inducdo em propionato,
nas formas de levedura e micélio, e em concordancia com nossos dados
protedbmicos, em que conseguimos identificar as enzimas MCS e MCD induzidas
também em propionato. Portanto, somados os dados de que P. lutzii pode utilizar
propionato como fonte de carbono, com a resposta metabdlica do fungo tanto no
nivel transcricional quanto no nivel proteémico, nés sugerimos que o CMC é

utilizado para metabolismo dessa fonte de carbono em P. lutzii.



Estudos tem demonstrado que a atividade enzimatica da metilcitrato
sintase € aumentada em resposta metabdlica a fontes geradoras de propionil-CoA
(BROCK et al., 2000; KOBAYASHI et al., 2013). Em nossas analises, a atividade
enzimatica dessa enzima a partir do extrato proteico bruto do micélio e da
levedura também foi aumentada com o fungo incubado em propionato. Esta
ocorréncia também esta de acordo com nossa analise protedmica, em que o teor
da MCS foi induzido. Além disso, interessantemente a atividade em micélio foi
35% maior do que em levedura, o que sugere plasticidade metabdlica do fungo
pois, se essa atividade é mais eficiente, o fungo tem maior sucesso de
colonizacdo saprobidtica, ou seja, em locais onde propionato € largamente
encontrado, como no solo e matéria organica em decomposicdo. Também foi
detectada atividade da MCS no sobrenadante da incubacgé&o de levedura e de
micélio de P. luzii. Weber e colaboradores (2012) identificaram 9 isoformas dessa
enzima secretadas, sendo 4 por levedura, 1 por micélio e 4 comuns as 2 formas.
O fato da MCS de P. lutzii ser secretada e se achar enzimaticamente ativa sugere
que esta enzima pode estar desempenhando outra fungcéo extracelularmente.
Contudo, outros estudos sdo0 necessarios para 0 esclarecimento dessa
constatacéo.

J4 atividade enzimatica da metilcitrato sintase em propionato
suplementado com glicose ndo foi aumentada em levedura, chegando a ser
inferior do que em glicose no micélio. Isso pode ser em decorréncia do fungo
captar glicose como fonte de carbono preferencial, mostrado também por nossa
analise de crescimento da levedura de P. lutzii em glicose com propionato (Figura
7), que nas primeiras 24 horas dobrou de quantidade, estabilizando a sua taxa de
crescimento ap0s esse tempo. Otzen e colaboradores (2014) analisaram o
crescimento de C. albicans também em glicose com propionato e observaram
resultados semelhantes. Enquanto havia glicose o crescimento era intenso, mas
apos o completo consumo da glicose o crescimento apresentou-se estavel.

Tem sido demonstrado também que a MCS pode exercer funcdo tanto de
citrato sintase quanto de metilcitrato sintase no género Aspergillus (BROCK et al.,
2000; MAERKER et al., 2005; KOBAYASHI et al., 2013). A citrato sintase catalisa
a formacédo do citrato pela condensacdo de oxaloacetato com acetil-CoA,
enquanto que a metilcitrato sintase catalisa a formacdo do metilcitrato pela



condensacao de propionil-CoA com oxaloacetato. Sendo assim, para analisar o
duplo papel dessa enzima em P. lutzii, foi feita a purificacdo e determinacédo das
propriedades bioquimicas da MCS recombinante. A atividade especifica da MCS
foi em torno de 2,3 vezes maior em acetil-CoA quando comparado a propionil-
CoA. Contudo, 0 Km nos dois substratos foram similares sem oxaloacetato (1,59
para propionil-CoA; 1,57 para acetil-CoA) mas, na presenca de oxaloacetato, 0 Km
da enzima em propionil-CoA foi 30% menor do que em acetil-CoA. Essa dupla
atividade e diminuicdo do Kmn aponta para a dupla funcdo da MCS, mas essa
enzima atuaria preferencialmente no metabolismo de propionil-CoA, ja que em
condicOes fisiologicas 0 oxaloacetato esta presente no meio intracelular. Similar
padrdo bioquimico é observado para a eficiéncia catalitica da enzima, sendo,
portanto, possivel observar que, em propionil-CoA, foi cerca de 57% menor
quando comparado a acetil-CoA mas, com a adicdo de oxaloacetato, a diferenca
cai para 36%. Portanto, estes resultados apontam para o duplo papel da MCS de
P. lutzii, podendo atuar no CMC e, possivelmente, no ciclo do acido citrico.

Em nossa analise proteémica, identificamos muitas vias metabdlicas que
sofreram regulagcéo em resposta ao propionato. E ao que indica, essas alteracdes
carregam dois tracos marcantes. Um € para o rearranjo metabdlico do fungo para
reciclagem proteica e metabolismo dos aminoacidos. O outro e, por extensao do
primeiro, é para que propionato seja utilizado como fonte de carbono. Observa-se
que ha intensa degradacéo de proteinas, por uma série de proteinas relacionadas
a essa via terem sido identificadas, como aminopeptidases e proteassomas. A
degradacdo proteica pode ocorrer em funcdo da utilizacdo dos aminoacidos
proveniente das proteinas como fontes de carbono para producdo energética e
producdo de intermediarios para biossintese de moléculas essenciais (SALUSKY
et al., 1983)

A degradacao proteica gera varios aminoacidos que podem ser utilizados
como combustiveis celulares. Consequente a degradacdo proteica, varias
proteinas relacionadas as vias de degradacdo de aminoacidos foram induzidas
em propionato. Portanto, os esqueletos carbdnicos gerados pela degradacéao de
aminodacidos poderiam ser utilizados como fonte de energia no TCA, na geracao
de componentes estruturais pelo ciclo do glioxilato, na gliconeogénese ou mesmo
no CMC.



O TCA, juntamente com a glicolise, foi reprimido comparado ao controle.
Somente as enzimas succinato desidrogenase, fumarato desidrogenase e malato
desidrogenase do TCA foram induzidas. Contudo, estas enzimas sdo também
comuns aos ciclos do glioxilato e CMC. No ciclo do glioxilato, identificamos
também a isocitrato liase induzida. Portanto, o ciclo do glioxilato pode estar
induzido juntamente com o CMC. O ciclo do glioxilato para geracdo de
componentes estruturais, a partir do acetil-CoA oriundo da degradacdo de
aminoacidos e o CMC na metabolizagdo de propionil-CoA, proveniente do
propionato. Apesar do CMC gerar piruvato que tem como um dos principais
destinos o TCA, esta conversao € lenta como sugerido pelo baixo crescimento do
do fungo em propionato. O succinato gerado no ciclo do glioxilato serve para
propositos biossintéticos como a sintese de glicose via gliconeogénese (CRUZ et
al., 2011).

A enzima frutose-1,6-bifosfatase, exclusiva da gliconeogénese, foi
induzida na presenca de propionato. Portanto, a glicose podera ser gerada a partir
dos esqueletos carbOnicos para producdo de energia ou de componentes
estruturais. Quanto a glicllise, hexoquinase e piruvato quinase foram identificadas
reprimidas. Essa constatacdo ja era esperada, pois propionato é metabolizado via
CMC como ja demonstrado por outros estudos (BROCK et al., 2000; BROCK et
al., 2004; ZHANG et al., 2004; OTZEN et al., 2014). Além disso, a piruvato
desidrogenase (PDH) também foi inibida. Tem sido descrito que essa enzima
pode ser inibida pelo aumento da concentracdo intracelular de propionil-CoA
(BROCK et al., 2004) por competicdo entre grupos CoA. Em P. lutzii poderia estar
ocorrendo o mesmo efeito, caso a internalizacdo de propionato seja mais rapida
do que a velocidade de metabolizacdo de propionil-CoA. Contudo, ensaios
complementares sdo necessarios para confirmacdo dessa hipoétese.
Adicionalmente, a baixa eficiéncia na conversao de propionato em piruvato pode
resultar na menor expresséo da PDH quando em comparagdo com a glicose que
induz alta produgéo de piruvato. A inibicdo da PDH também corrobora com alta
degradacédo de aminoacidos que fonecem metabdlitos para o TCA para producao
de energia, e, neste contexto o piruvato do CMC seria direcionado para a

gliconeogénese.



Na presenca de propionato, a oxidacdo de &cidos graxos tambéem foi
induzida enquanto que a sintese foi reprimida, sugerindo que o fungo estaria
utilizando acidos graxos enddégenos como fonte complementar de energia. Além
disso, uma alcool-desidrogenase foi reprimida e varios componentes da cadeia de
transporte de elétrons foram induzidos, sugerindo um metabolismo aerdbio
correspondente com as repostas metabolicas observadas.

Por fim, como demonstrado, propionato € uma fonte que pode ser toxico
ao P. lutzii em altas concentragcbes, mas que também pode ser utilizada como
fonte de energia celular em menores quantidades. Adicionalmente, apesar de P.
lutzii ter apresentado modesto crescimento em propionato, ao sofrer readaptacao
metabolica, ativa vias do metabolismo no intuito de suprir a demanda energética,
na qual se destaca a ativagdo do CMC no metabolismo de propionato neste
patégeno. ldentificar a forma pelo qual P. lutzii metaboliza propionil-CoA é
importante pois o0 acumulo desse metabdlito em fungos e bactérias tem
demonstrado toxicidade celular e atenuacdo da viruléncia (BROCK et al., 2004;
MUNOZ-ELIAS et al., 2006; OTZEN et al., 2014). Com isso, a interrup¢cdo do
metabolismo de propionil-CoA tem assumido papel de potencial alvo para acao de

medicamentos.



CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que:

P. lutzii utiliza propionato como uUnica fonte de carbono em baixas
concentracoes;

Paracoccidioides spp. possui genes codificantes para enzimas do CMC e
metaboliza propionato por este ciclo;

Na presenca de propionato, foi almentada a expressdo dos genes mcs,
mcd, mcl e pcl além de induzir o aumento de atividade da MCS em P. lutzii.
A atividade foi aumentada tanto intra- quanto extracelularmente em micélio
e levedura, demonstrando que a MCS secretada € enzimaticamente ativa;
A MCS de P. lutzii apresentou potencial de metabolizagéo de propionil-CoA
e acetil-CoA, podendo atuar como uma metilcitrato sintase ou citrato
sintase;

O perfil protedmico de P. lutzii em propionato revelou regulacédo do
metabolismo de aminoéacidos, carboidratos, compostos de carbono,
metabolismo de acidos graxos e lipideos. A glicdlise e o TCA foram
reprimidos, enquanto que a gliconeogénese, o ciclo do glioxilato e 0 CMC
foram induzidos quando comparado com o fungo em glicose;

A capacidade de P. lutzii de metabolizar e utilizar propionato como fonte de
carbono Ihe confere plasticidade metabdlica para aumentar sua chance de
sucesso ao colonizar tanto o ambiente saprobiético quanto o ambiente

hospedeiro.



PERSPECTIVAS

Silenciamento dos genes relacionados ao CMC,;

Analise de viruléncia do mutante;

Obtencao de aticorpo contra MCS (etapa em andamento);

Producéo de anticorpos contra MCD e MCL;

Localizacao celular das enzimas do CMC.

Comparacéo entre representantes das espécies filogenéticas S1, PS2 e
PS3 do género Paracoccidioides.
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