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RESUMO

Cryptococcus neoformans é um fungo leveduriforme causador da criptococose, doenca responsavel
por 10% das mortes no mundo. Embora C. neoformans tenha seu genoma sequenciado, grande parte
seus genes e proteinass codificadas por eles ainda permanecem sem fun¢éo conhecida, sendo assim
anotados como hipotéticos. O presente trabalho teve como objetivo investigar a ocorréncia de
PROTEINAs homélogas ou ortdlogas & proteina hipotética CNA00530 de Cryptococcus neoformans
JEC21 com funcéo ja descrita. Para isto, foi realizada uma anélise comparativa com PROTEINAs
depositados no banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), por meio da
ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Os resultados apontaram que a PROTEINA
hipotética CNA00530 apresenta de 73 a 95% de homologia com a subunidade regulatéria N3 do
proteasoma 26S encontrados outras espécies do género. Decorrente dos dados apresentados, propde
se que CNAO00350 possa exercer a mesma funcdo de suas homodlogas encontradas na analise
comparativa.

Palavras-chave:.Cryptococcus neoformans. Proteinas hipotéticas. Proteasoma.

ABSTRACT

Cryptococcus neoformans is a yeast that causes cryptococcosis, a disease responsible for 10% of
deaths in the world wide. Although C. neoformans has its genome sequenced, much of its genes and
proteins encoded by them still remain without known function, thus being annotated as hypothetical.
The present work had as objective to investigate the occurrence of homologous or orthologous proteins
to the hypothetical protein CNA00530 of Cryptococcus neoformans JEC21 with function already
described. For this, a comparative analysis was performed with proteins deposited in the National Center
for Biotechnology Information (NCBI) database, using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).
The results indicated that the hypothesized CNAO0530 protein presents 73-95% homology with the N3
regulatory subunit of the 26S proteasome found in other species of the genus. Based on the presented
data, we proposed that CNAO0O350 can exert the same function of its homologues found in the
comparative analysis.
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INTRODUCAO
Cryptococcus consiste em um género de fungos leveduriformes encapsulados
com mais de 70 espécies podendo ser encontradas dispersamente em ambientes
umidos. A espécie neoformans possui variedades A, D e AD, que podem colonizar a
mucosa do papo dos pombos de varias partes do mundo e sdo também sao
encontrados em suas fezes (RIBAS et al., 2011; FARIA et al., 2010; FILIU et al., 2002).



O Cryptococcus neoformans tem distribuicdo mundial e atuam como patégeno
oportunista, sendo responsavel pela criptococose, que € uma infeccdo que ataca
primeiramente o pulmé&o, causando micose pulmonar, e tardiamente pode migrar para
o sistema nervoso central (KON et al., 2008; REOLON et al., 2004; DAHER, 2015).

O contagio € realizado pela inalacdo dos basidiosporos ou leveduras
desidratadas infectantes no ambiente e ingestdo de alimentos contaminados com
excretas de pombos (ARAUJO et al., 2015).

Os atuais avangos no campo de estudo da micologia, como abordagem e
aplicacdo gendmica, prometem revolucionar os estudos sobre a patogenicidade
fungica através da busca por genes e proteinas envolvidas na infeccdo (SAVILLE et
al.,2005).

O Cryptococcus neoformans, embora tenha seu genoma sequenciado, muitos
de seus genes ainda permanecem sem funcéo conhecida ou atribuida e desta forma,
continuam anotados como genes hipotéticos nos bancos de dados. As proteinas
oriundas destes genes sao também chamadas hipotéticas e constituem 25% de
qualguer genoma recém-sequenciado e atribuir funcdo a esses genes e seus
produtos, € um dos desafios da era pos-genémica (TAN et al., 2014).

O avanco das técnicas de sequenciamento de DNA tem gerado um acumulo
de dados de sequéncias de genes e genomas que ndo avancam da mesma forma
como a elucidagao de suas funcionalidades. A homologia de sequéncias contribui para
predicdo da funcédo do gene e através da comparacdo entre sequencias € possivel
predizer a sua funcdo (SMITH, 1996; CLAVERIE, 1997; DESLER et al., 2009;
DOERKS et al., 2012).

As proteinas possuem um ou mais dominios que sdo unidades funcionais e
parte da cadeia peptidica estavel. Através da identificacdo dos dominios da proteina
pode-se procurar dominios semelhantes em outras proteinas e propor funcdes
semelhantes para os dominios achados. (LODISH et al., 2014; SILVA, 2014).

Desta maneira, presente trabalho teve como objetivo investigar a ocorréncia de
proteinas homologas ou ortélogas a proteinas hipotética CNA00530, com funcéo ja

descrita, contribuindo assim como a predi¢do da sua funcéo in silico.



MATERIAL E METODOS

Para a escolha da proteina alvo deste estudo, foi realizada a busca por
PROTEINAs hipotéticas no genoma do fungo Cryptococcus neoformans var.
neoformans JEC21 depositado no banco de dados gendmico do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) e escolhida aleatoriamente a PROTEINA hipotética
CNAO00530, cujo gene esta localizado no cromossomo 1.

Para a busca por proteinas homélogas a CNA00530 utilizou-se o Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) no modo proteina (BLASTp). O BLASTp faz a
comparacao da sequéncia de estudo com sequencias de proteinas depositadas no
banco de dados e gera um arquivo comparativo entre a homologia.

Com os resultados obtidos, foi confecciona uma tabela com as dez primeiras

proteinas com alto grau de homologia encontrada e realizada a andlise e discussao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Tabela 1, estéo listados os resultados gerados a partir da comparacao da
sequéncia primaria de CNA00530 com as dez proteinas homdlogas encontradas pelo
BLASTp. E possivel notar grande homologia entre a proteina de estudo com outras
proteinas de fungos também do género Cryptococcus (representada pela sigla Sl),
variando o grau de 73 a 95%. As homologas encontradas exercem a funcdo de

subunidades regulatérias N3 do proteasoma 26S.

Tabela 1. Comparacao da homologia entre as dez primeiras proteinas encontradas pelo BLAST com
a proteina hipotética CNA00530.

. . ~ . ]
Numero de Titulo/funcéo Organismo Sl *SS E
acesso (%) value
XP_566480.1 hypothetical protein Cryptococcus neoformans var. 100 100 0.0
CNA00530 neoformans JEC21
XP_012046502.1  26S proteasome Cryptococcus neoformans var. 95 100 0.0

regulatory subunit N3 grubii H99

XP_003191890.1  26S proteasome Cryptococcus neoformans var. 95 100 0.0
regulatory subunit N3 grubii H99

KIR83082.1 26S proteasome Cryptococcus tetragattii IND107 94 100 0.0
regulatory subunit N3

26S proteasome Cryptococcus deuterogattii 93 100 0.0

KIR33625.1 regulatory subunit N3~ MMRL2647




KIR55910.1 26S proteasome Cryptococcus gattii Ru294 94 100 0.0
regulatory subunit N3
26S proteasome Cryptococcus bacillisporus 93 100 0.0
KIRS0126.1 regulatory subunit N3 CA1280
26S proteasome Cryptococcus bacillisporus 93 100 0.0
KIR67104.1 regulatory subunit N3 CA1873
KGB74654.1 26S proteasome Cryptococcus deuterogattii R265 93 100 0.0

regulatory subunit N3

26S proteasome Cryptococcus dej 73 97 0.0
OBR85418.1 . :
regulatory subunit N3 ecticola CBS 10117

*S| = porcentagem de identidade ou homologia. **SS = Porcentagem da sequéncia que é coberta pelo alinhamento.
*E-value = ParAmetro de confianca.

Proteasoma é complexo proteolitico multisubunidade especialmente grande,
com uma porcdo catalitica central (equivalente ao proteasoma 20S) e dois
subcomplexos reguladores terminais, denominados PA700 ou PA28, que estao unidos
a ambas as extremidades da porcéo central em orientacdes opostas para formar o
complexo catalitico ativo. Sao gerados dois tipos de complexos proteosdémicos com o
mesmo nucleo catalitico e diferentes modulos de regulagcdo, e, para isto, séo
necessarias cerca de 40 subunidades com tamanhos entre 20 a 110 kilodaltons (kDa).
(HILT et al., 1995; HOCHSTRASSER, 1996; HERSHKO, et al.,1998; TANAKA, 1998;
BAUMEISTER et al.; 1998).

O complexo regulador PA700 pode associar-se ao proteasoma 20S de uma
forma dependente de ATP e assim formar o proteasoma 26S com uma massa
molecular de 2000 kilodaltons (kDa) (Figura 2).

O proteasoma possui muitos substratos e sua funcéo principal funcao é
degradar proteinas conjugadas com ubiquitina (Figura 1). Os sitios proteoliticos do
proteasoma estdo dentro de uma camara interna, que € um compartimento topoldgico
definido pelas superficies internas das 28 subunidades que formam a particula nuclear
do proteasoma (CP, Camera Proteolitica também conhecida como particula 20S). As
proteinas celulares tém acesso restrito a esta camara e aos locais proteoliticos dentro
dele, diminuindo a protedlise ndo especifica. Na holoenzima do proteasoma, o CP é
complexado com a particula reguladora de 19 subunidades (RP). A RP (proteinas de
Regulacdo) possui receptores para a ubiquitina responsaveis pelo reconhecimento do
substrato. (PETH et al., 2013; ZANET et al., 2015).



Figura 1. Esquema representativo do sistema ubigitina-proteossoma e AAA (ATPase) + camara
proteolitica. A) Através das ac¢des sequenciais de E1, E2 e E3, a proteina a ser degradada
€ modificada por poliubiquitinagdo, no qual serve de sinal para o reconhecimento pelo
proteossoma. B) Parte do proteossomo onde é mostrado a camara proteolitica e AAA,
exibindo o caminho do substrato através de AAA e dirigindo-se a cAmara proteolitica. A
largura da passagem para a camara proteolitica € mostrada nas linhas amarelas e sitio ativo
proteolitico em verde.
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FONTE: Tomko-Junior e Hochstrasser (2013).

Figura 2. Representacdo esquematico da subunidade proteosoma 26S. Seus componentes s&o
divididos em grupos funcionais e subunidades.
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CONCLUSAO
Verificou - se através da analise realizada que a proteina hipotética CNA00530

de Cryptococcus neoformans JEC21 apresenta de 73 a 95% de homologia a




subunidade regulatéria N3 do proteasoma 26S encontrados outras espécies do
género. Diante dos dados apresentados, propde-se que a proteina hipotética
CNAO0O0530, pode exercer a fun¢do de subunidade regulatoria N3 do proteasoma 26S,
no entanto, para concluir a completa elucidagéo da funcédo, torna-se necessario aliar

os dados obtidos in silico com estudos realizados in vitro.
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