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O fungo Paracoccidioides lutzii causa a paracoccidioidomicose, micose sistémica da América
do Sul. Patégenos fangicos enfrentam hipoxia (baixos niveis de oxigénio quando comparado ao
atmosférico) nos tecidos do hospedeiro durante patogénese. Mecanismos de adaptacéo a hipoxia sao
variaveis entre fungos sendo o fator de transcricdo SrbA, o principal regulador descrito. Previamente
em P. lutzii, dados protedmicos revelaram respostas a hipdxia pela expressao diferencial de proteinas
envolvidas em vérias vias metabdlicas. O fungo também apresentou a proteina SrbA como funcional.
Porém, ndo foi comprovada a relacédo dos dados protedémicos com a regulagéo direta por SrbA, como
ja publicado para outros patdgenos. O objetivo deste trabalho €, a partir de analises in silico, selecionar
quais proteinas reguladas por hipéxia em P. lutzii sdo reguladas diretamente pela SrbA. Artigos
cientificos e ferramentas de bioinformética foram utilizadas nas buscas das proteinas homdlogas e na
determinacéo da presenca ou nao da sequéncia de nucleotideos especifica para ligacdo da SrbA na
regido promotora dos respectivos genes de P. lutzii. Resultados parciais indicam que ha proteinas de
P. lutzii reguladas diretamente pela SrbA. A SrbA é importante no contexto infectivo de doencas
fungicas por isso o estudo pode auxiliar no entendimento da adaptacao do fungo a hipoxia.
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‘ Introducéo

O fungo patogénico Paracoccidioides lutzii causa a paracoccidioidomicose,
micose sistémica da América do Sul (TEIXEIRA et al. 2013; SAN-BLAS et.al 2002;
RESTREPO et al. 2001). Patégenos fungicos enfrentam baixos niveis de oxigénio
guando comparado ao nivel atmosférico nos tecidos do hospedeiro, denominado
hipoxia. Essa condicao de estresse se torna relevante pois é considerada fator chave
na viruléncia de fungos tais como Cryptococcus neoformans e Aspergillus fumigatus,
importantes patdogenos humanos (CHUN et al, 2007; WILLGER et al, 2008).

Os mecanismos de adaptacao a hipdxia séo variaveis entre fungos patogénicos
humanos (BARKER et al, 2012; SHIMIZU et al, 2009; SYNNOTT et al, 2010) e
merecem ser caracterizados. Apesar de respostas variaveis, um aspecto comum das

respostas fungicas a hipdxia se baseia no sensoriamento de oxigénio pela proteina
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da familia SREBP (proteina de ligacdo ao elemento responsivo esterol), nomeada

SrbA. Esse é o principal fator que regula as respostas a hipdxia nos fungos porém
eles podem apresentar outros. Dados protedmicos revelaram que P. lutzii responde a
hipoxia, regulando a expressao diferencial de proteinas envolvidas em varias vias
metabdlicas e o fungo apresentou a proteina SrbA como funcional (LIMA et al. 2015).
Porém, a ligacao direta entre tais proteinas reguladas e o fator SrbA ndo pode ser feita
por enquanto. Analises in silico e, em futuro proximo, funcionais, poderdo corroborar
guais dessas proteinas sao diretamente reguladas pela SrbA de P. lutzii.

Ha cada vez mais necessidade de estudos da biologia de P. lutzii, pois a
elucidagdo de potenciais fatores de viruléncia pode resultar em futuras estratégias
coadjuvantes no tratamento da paracoccidioidomicose (PCM) resultando em formas
mais efetivas, com menor tempo e reacdo do hospedeiro. A caracterizacdo mais
detalhada das moléculas reguladas por essa proteina tem grande relevancia no

contexto da patogenia do fungo.
‘ Material e Métodos

1.Levantamento bibliogréafico: foi realizada a busca por artigos cientificos que
contemplam estudos sobre fungos patogénicos humanos onde a condicao de hipoxia
em que envolvia o principal regulador da condicdo, a proteina SrbA. Para tal, a
plataforma de busca por peribdicos na éarea biomédica Pubmed

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), foi utilizada. 2.Proteinas reguladas por
hipoxia em P. lutzii: a partir dos dados previamente publicados em P. lutzii (LIMA et
al., 2015), pode-se selecionar as proteinas reguladas por hipoxia nesse fungo.
3.Proteinas homologas em P. lutzii: foi realizada a busca por homodlogos das
proteinas do proteoma (item 2) no banco de dados selecionado (item 1). 4.Analises
in silico de busca por sitios de ligacdo ao fator de transcricdo SrbA: A regido
promotora dos genes selecionados (1000 pares de base upstream a regido iniciadora
do gene) foram considerados para andlises in silico para a busca de regifes consenso
de ligacéo ao fator de transcricdo SrbA. O banco de dados gendmico do género de
Paracoccidioides foi utilizado (disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). As
sequéncias (A/G)TCA(T/CIG)(C/IG)CCAC(TIC);
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(A/G)(CIT)C(AIGIT)NN(CIT)(CITIG)A(CIT) e  ATC(G/A)(T/G)(A/G)(CIT)(GIC)AT,
descritas previamente (CHUNG et al., 2014, TODD et al., 2006, LINDE et al., 2012,

respectivamente), foram utilizadas nas buscas. A ferramenta de bioinformatica

utilizada para analise de tais sequéncias consenso de ligacdo em regides promotoras
foi 0 Sequence Manipulation Suite (disponivel em
http://www.bioinformatics.org/sms2/).

‘ Resultados e Discussao

O total de genes regulados pelo principal regulador da condicdo de hipodxia, o

fator de transcricdo SrbA, foram procurados em outros organismos. A partir desse
critério de sele¢ao, o fungo Aspergillus fumigatus foi o Unico fungo patogénico humano
onde estudos revelaram genes diretamente regulados pela proteina SrbA (Figura 1).
Técnicas tais como RNAse(q, Microarray (microarranjo) e CHIPseq além de linhagens
selvagem e mutante para o gene SrbA de A. fumigatus foram utilizados em tais
estudos (CHUNG et al., 2014 e BLATZER et al., 2011).

Figure 1: Genes regulados diretamente

pelo fator de transcricdo SrbA do fungo

Genes da literatura regulados pela SrbA Aspergillus fumigatus. Eixo x: condigéo

12000 -
. testada RNAseq (30 e 120 min apoés
10000 - _{5@ hipéxia); CHIPseq (genes confirmados
utiizando anticorpo contra SrbA e
2000 4 sequenciamento génico); M.array T5
(genes com expresséo reduzida ap6s 1h
6000 - de hipoxia revelados por microarranjo);
T6 (genes induzidos apés 1h de hipoxia);
4000 4 T7 (genes com expressao reduzida apos
2h de hipoxia); T8 (genes induzidos apos
2000 - 2h de hipdxia); T9 (genes com expressao
Q3 & o A < & ¢ reduzida ap6s 4h de hip6xia); T10 (genes
0- — N = |_| 1 = = induzidos ap6s 4h de hipoéxia) e Eixo y:

FNAseq CHIPseq MamayT5 Mamayl6 MameyT7 MarrayT8 MarrayT9 MamayT10
total de genes. (CHUNG et al., 2014;

BLATZER et al., 2011).
Paralelamente, as proteinas de P. lutzii que foram reguladas por hipoxia (Lima

et al., 2015) mas que ainda s&o incertas quanto as regulacdes diretas pela SrbA, foram
selecionadas. Das 233 proteinas, apenas 88 apresentaram a0 menos uma proteina
homodloga aquelas selecionadas pela Figura 1. As 88 proteinas foram submetidas a
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analises nas regifes promotoras de seus respectivos genes a fim de caracterizacao

da presenca de elementos de ligacdo a proteina SrbA (Figura 2). Um total de 3
sequéncias consenso foram utilizadas (como descrito em “Material e Métodos”). Com
a sequéncia 1, todos os genes demonstraram conter sitios de ligacdo a SrbA; com a
sequéncia 2, apenas 2 genes; com a sequéncia 3, apenas 10 genes. Assim, um total
de 12 genes demonstraram conter sitios de ligacdo a SrbA em seus promotores,
detectados por pelo menos 2 sequéncias consenso (Figura 2 B).
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Figure 2: Busca por elementos de liga¢ao ao fator de transcrigdo SrbA no promotor dos genes de P. lutzii.
(A) A fim de demonstragdo, os motivos de ligagdo a proteina SrbA sdo demonstrados em 5 genes dos 88 que
apresentaram sequéncias nucleotidicas que indicam locais de ligacéo da SrbA em suas regibes promotoras (setas).
A busca foi feita utilizando 3 padrBes de sequéncias descritas como locais de ligagdo da SrbA, em outros
organismos, tais como (A/G)TCA(T/C/IG)(CIG)CCAC(T/C), (A/G)(CIT)C(A/GIT)NN(CIT)(CITIG)A(CIT) e
ATC(G/A)(TIG)(AIG)(CIT)(GIC)AT, previamente descritos em Chung et al., 2014, Todd et al., 2006 e Linde et al.,
2012, respectivamente. Para os 5 genes exemplificados aqui, os motivos foram encontrados apenas para a
sequéncia descrita por Todd et al., 2006. Os nimeros de acesso e nomenclatura sdo: PAAG_00221: acetolactate
synthase; PAAG_02170: adenylosuccinate synthetase; PAAG_02693: saccharopine dehydrogenase;
PAAG_08701: D-3-phosphoglycerate dehydrogenase e PAAG_08166: 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase. (B)
Representacao dos resultados obtidos até o momento. Um total de 12 genes distintos sdo alvo em potencial para
futuras andlises pois sequéncias consenso de ligagdo a SrbA foram encontradas em pelo menos 2 das 3
sequéncias testadas.

‘ Consideracdes Finais

Os resultados indicam que P. lutzii apresenta proteinas que podem ser

reguladas diretamente pela proteina SrbA, indicando que, de fato, podem ser
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relevantes na adaptacdo do fungo durante o estresse hipéxico durante infeccdo. As

12 proteinas nas quais seus genes apresentaram dominios de ligagdo a SrbA por mais

de uma sequéncia consenso testada serdo alvo de mais analises confirmatorias.
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