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Capítulo 1

Introdução

A partir dos estudos feitos em Biologia Molecular [50, 65, 93], verificou-se que as
informações necessárias à síntese de proteínas em um dado organismo estão ar-
mazenadas no seu DNA, e a passagem do DNA de geração a geração permite que
as espécies conservem características essenciais à sua sobrevivência. Dessa forma,
a determinação da informação contida no DNA tornou-se um importante meio no
estudo das características dos seres vivos.

A informação do DNA pode ser identificada pela sua sequência de bases, sendo
feito hoje por meio de técnicas de sequenciamento. No entanto, o trabalho en-
volvido na determinação de tais bases é, em geral, muito grande. Assim, os projetos
genoma, formados por equipes de diversas áreas, visam decodificar e analisar a in-
formação armazenada no DNA. Atualmente, mais de 3.600 projetos genoma foram
concluídos e aproximadamente 16.000 estão em andamento [15]. A decodificação
das bases de um genoma provê informações que podem ser usadas em diversas
áreas do conhecimento como saúde, agricultura e pecuária.

Dentre os diversos projetos genoma já concluídos, podemos destacar o Projeto
Genoma Humano (PGH), iniciado em 1992 que visava determinar todos os pares
de bases do genoma humano. Após nove anos de trabalho, envolvendo diversas
organizações e países, em 2001, foi publicado um rascunho do genoma humano
pelo Consórcio Genoma Humano e por uma empresa privada [22, 92]. Além de ter
estimulado um grande desenvolvimento das técnicas de sequenciamento de DNA,
o PGH impulsionou uma série de outros projetos genoma, com o objetivo de estudar
organismos similares ao humano e/ou com características significativas dentro de
uma determinada classificação taxonômica.

No Brasil, o primeiro projeto genoma concluído com sucesso foi o sequencia-
mento do genoma completo da bactéria Xylella fastidiosa [83], causadora de uma
doença em plantas conhecida como amarelinho, que provoca enormes prejuízos na
cultura de laranja, sendo cerca de 30% dos laranjais paulistas afetados por essa
doença.

Na Região Centro-Oeste, um grande impulso à área de genômica foi dado com
a implantação da Rede Genoma Centro-Oeste. Este projeto foi submetido ao MCT/
CNPq, tendo sido aprovado como uma das oito unidades regionais brasileiras para
o sequenciamento de genomas. Foi iniciado em 2001 e concluído em 2004, tanto em
relação aos experimentos realizados nos laboratórios de biologia molecular quanto
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no tocante ao desenvolvimento de um sistema computacional para armazenamento
e tratamento das informações biológicas [32, 33]. Após este primeiro projeto genoma,
outros foram desenvolvidos, como o Guaraná [6, Projeto Genoma Guaraná] e o
Anaplasma [37, Projeto Genoma Anaplasma], além de outro, específico, na área
de bioinformática, envolvendo diversas instituições de pesquisa da região Centro-
Oeste, denominado Biofoco [Projeto Biofoco].

Até recentemente, os projetos genoma utilizavam principalmente a técnica de
sequenciamento Sanger, assim nomeada em homenagem a seu criador Frederick
Sanger [79]. Nesta técnica, a molécula de DNA é primeiramente fragmentada em
diversos pedaços. Após isso, são feitas diversas cópias dos fragmentos de DNA,
seja por meio de reações químicas envolvendo diversas enzimas ou inserindo o
fragmento desejado de DNA em vírus ou bactérias e utilizando a capacidade re-
produtiva dos mesmos para a realização das diversas cópias necessárias [81]. Após
isso, uma técnica conhecida como gel eletroforese é utilizada para a determinação
das bases de DNA. Esta última técnica é automatizada, permitindo a determinação
das bases de maneira rápida e menos sujeita a erros. Uma vantagem do sequen-
ciamento Sanger é o tamanho dos fragmentos que podem ser sequenciados de cada
vez, que pode chegar a até 1000 bases.

Durante duas décadas, esta foi praticamente a única técnica utilizada nestes
projetos. Apesar de ser relativamente barata, custando apenas US$ 0,001 para
cada base sequenciada [85], ela torna-se proibitiva quando se tenta sequenciar
genomas muito grandes, da ordem de bilhões de bases de DNA. Como em geral
o sequenciamento de DNA é feito mais de uma vez, o custo desses projetos se torna
muito alto para ser viável com sequenciamento Sanger. Assim, a comunidade cien-
tífica desenvolveu um novo método mais barato de sequenciamento.

A partir dos anos 2000, novos sequenciadores de alto desempenho foram de-
senvolvidos para atender a essa necessidade [56]. Estes sequenciadores produzem
uma quantidade imensa de dados, a uma fração do custo dos sequenciadores Sanger,
por exemplo, laboratórios cobram US$ 0,0002 para cada base obtida com o sequen-
ciador 454 da Roche. Elas obtém tal desempenho ao realizar o sequenciamento
de milhões de sequências de DNA em paralelo, utilizando diversas técnicas, tais
como pirosequenciamento e sequenciamento por síntese. Como exemplos desses
sequenciadores de alto desempenho podemos citar o 454-FLX da Roche [454], o
Illumina [Illumina], e o Solid [SOLiD]. Atualmente, o Brasil dispõe de vários se-
quenciadores de alto desempenho, como um 454 em São Paulo, outro em Brasília e
dois no LNCC (RJ), além de um Illumina localizado em Brasília.

1.1 Contextualização
O Paracoccidioides brasiliensis é o fungo causador da paracoccidiodomicose (PCM),
uma micose sistêmica com ocorrência em diversos países da América Latina, em es-
pecial Brasil, Venezuela e Colômbia, afetando principalmente indivíduos em áreas
rurais [5, 86]. O número de pessoas afetadas é estimado em 10 milhões de indi-
víduos, com cerca de 2% desenvolvendo formas agudas (jovens) ou crônicas (adul-
tos) da doença. A forma aguda da doença compromete principalmente o retículo
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endotelial, já a crônica é mais frequente em homens adultos, causando lesões pul-
monares ou mucocutâneas. Independentemente do órgão afetado, a PCM frequente-
mente forma tecido fibroso no pulmão, danificando permanentemente a saúde dos
pacientes.

O P. brasiliensis ocorre naturalmente na forma de esporo do micélio, e causa
a doença após mudar para a forma de levedura no corpo dos pacientes. Este pro-
cesso de mudança de forma é essencial para o desenvolvimento da doença, pois
cepas de P. brasiliensis incapazes de efetuar a transição de micélio para levedura
não causam a doença. Tal transição é termoregulada e ocorre com a mudança de
temperatura experimentada pelo P. brasiliensis ao se alojar no corpo de um hos-
pedeiro, sendo tal processo possível de ser observado e revertido em laboratório
com a mudança da temperatura de cultivo de 22 para 36◦ C [32].

A PCM é um problema de saúde pública que afeta trabalhadores de áreas ru-
rais, e não há interesse da indústria farmacêutica em desenvolver fármacos es-
pecíficos devido ao baixo retorno econômico. A PCM é muitas vezes confundida
com tuberculose, sendo os pacientes tratados de forma errônea. Esse fato faz com
que frequentemente a PCM só seja identificada em estágio avançado, provocando
sérios danos à saúde dos pacientes. Além disso, mesmo quando identificada, a PCM
é tratada com antimicóticos de espectro geral, devido à inexistência de drogas es-
pecíficas.

Dada a alta incidência dessa doença e a existência de especialistas com exper-
iência em pesquisa do P. brasiliensis em diversas instituições da Região Centro-
Oeste, várias instituições de ensino e pesquisa dessa região criaram em 2001 um
projeto para obter informações sobre o transcritoma das duas formas do fungo, o
projeto Genoma Pb [Projeto Genoma Pb]. Esse projeto tinha como objetivo geral o
mapeamento do genoma funcional e diferencial entre as formas de micélio e leve-
dura de Paracoccidioides brasiliensis. As coordenações geral e da bioinformática
ficaram sob responsabilidade do Instituto de Biologia da UnB, e envolveram diver-
sas instituições de pesquisa desta região, como a Universidade Federal de Goiás,
a Universidade Federal de Mato Grosso do Sul e a Universidade Federal de Mato
Grosso, entre outras. O projeto Genoma Pb propiciou a formação de recursos hu-
manos em biotecnologia e bioinformática, que impulsionaram a implantação dessas
áreas na região Centro-Oeste.

Na etapa de sequenciamento do projeto, feita com a técnica Sanger, foram gera-
dos 19.718 ESTs (Expressed Sequence Tags) de alta qualidade. Após a montagem,
foram obtidos 2.655 contigs e 3.367 singlets, constituindo um total 6.022 ESTs mon-
tados. O estudo desses dados resultou em um tamanho de genoma estimado em
aproximadamente 30 Mb, contendo entre 7.500–9.000 genes [32, 33].

A partir dos dados identificados no Projeto Genoma Pb, vários projetos mais
específicos foram desenvolvidos, sobretudo na UnB, na UFG, e em outros grupos
no país e no exterior. O Instituto Broad [53], dos Estados Unidos, liderou uma co-
laboração internacional, particularmente com o Laboratório de Biologia Molecular
da UnB, para sequenciar três isolados de P. brasiliensis, Pb01, Pb03 e Pb18 [53].
Dados e análises do Projeto Genoma Pb permitiram aprimorar a anotação do DNA
de P. brasiliensis. Pesquisas posteriores constataram que o isolado do P. brasilien-
sis sequenciado no projeto Genoma Pb era uma espécie distinta dentro do gênero
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Paracoccidioides [86], que foi denominado Paracoccidioides lutzii [87]. Os demais
isolados continuaram sendo chamados de P. brasiliensis.

No presente trabalho, utilizaremos os dados do P. lutzii, sequenciados pelo In-
stituto Broad [Broad Institute of Harvard and MIT] dos Estados Unidos. Notamos
que o projeto vem sendo desenvolvido em parceria com a Universidade Católica de
Brasília (UCB), através da participação direta da Professora Maria Sueli Soares
Felipe, da UnB e da UCB, especificamente da área de Biologia Molecular. Além
dessa, o projeto iniciou uma parceria com o INRIA/França, particularmente com a
Dra Marie-France Sagot e Cecília Klein, ambos da Universidade Claude Bernard
(Lyon 1).

Embora milhares de genes do P. brasiliensis tenham sido identificados, não
existem informações a respeito de como as proteínas codificadas dos genes at-
uam no sentido de desencadear e regular as reações químicas responsáveis pelo
metabolismo do P. brasiliensis. Essas informações são muito importantes para o
desenvolvimento de drogas para o combate à doença, pois fornecem informação
fundamental no sentido de se entender como um dado composto irá afetar o de-
senvolvimento do fungo. Devido também a falta desses dados e de interesses mer-
cadológicos, hoje não existem drogas específicas para se tratar a PCM, sendo uti-
lizados compostos de amplo espectro para fungos, cujos resultados no tratamento
ainda são insatisfatórios.

1.2 Problema
O problema tratado nesta dissertação é que, embora vias metabólicas do P. lutzii
tenham sido identificadas previamente in silico [8], a rede metabólica em larga
escala in silico do P. lutzii ainda não foi reconstruída.

A hipótese do projeto é de que a construção de uma rede metabólica in silico
para o P. lutzii fornecerá informações cujo conteúdo auxiliará no entendimento
da doença e no desenvolvimento de drogas para combate à PCM. Mais especifi-
camente, as informações obtidas in silico permitirão a identificação de alvos de
forma mais rápida e sistemática e auxiliarão na comprovação experimental das
informações presentes in silico.

1.3 Objetivos
O objetivo principal deste trabalho consiste em reconstruir in silico a rede metabólica
do fungo Paracoccidioides lutzii e disponibilizar informações da rede e de vias
metabólicas desse fungo. Disponibilizamos também informações de reações pos-
sivelmente encontradas no fungo bem como intermediários metabólicos envolvidos
nessas reações.

Temos os seguintes objetivos específicos:

• Identificar vias metabólicas do P. lutzii comparadas com Saccharomyces cere-
visiae, Coccidioides immitis, Escherichia coli, Aspergillus fumigatus e As-
pergillus nidulans, utilizando o banco de dados KEGG;
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• Identificar vias metabólicas do P. lutzii comparadas com S. cerevisiae e E. coli,
usando dados do projeto Biocyc;

• Completar, pelo menos parcialmente, as vias identificadas no Biocyc utilizando
ferramentas e programas específicos, propondo reanotação para sequências
previamente não anotadas, anotadas como proteínas hipotéticas e mesmo com
outras anotações;

• Gerar a rede metabólica de P. lutzii, identificando as vias encontradas;

• Construir uma página com as informações levantadas e com a rede metabólica
do P. lutzii;

• Listar intermediários metabólicos e reações encontrados no P. lutzii.

1.4 Descrição dos capítulos
No Capítulo 2, discutimos conceitos básicos de metabolismo, necessários ao en-
tendimento deste trabalho.

No Capítulo 3, realizamos uma descrição geral de fungos e caracterizamos de
forma mais aprofundada o fungo P. lutzii, objeto de estudo deste trabalho.

No Capítulo 4, apresentamos a metodologia geral e o método computacional
utilizados para reconstruir a rede metabólica de P. lutzii.

No Capítulo 5, inicialmente expomos os resultados obtidos com a metodologia
utilizada no capítulo 4 e em seguida discutimos esses resultados e os comparamos
com trabalhos anteriores.

No Capítulo 6, concluímos o trabalho e propomos trabalhos futuros.
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Capítulo 2

Reconstrução de mapas
metabólicos

Neste capítulo, inicialmente apresentamos conceitos básicos de metabolismo neces-
sários ao entendimento deste trabalho. A parte biológica deste capítulo é baseada
em [65], obra considerada por estudiosos uma das referências no assunto. Na
seção 2.1, apresentamos conceitos relativos a reações químicas e enzimas, fornecendo
uma breve explicação de como elas funcionam e outros aspectos importantes de en-
zimas. Na seção 2.2, definimos vias metabólicas e apresentamos dois exemplos de
bancos de dados de vias metabólicas. Na seção 2.3, descrevemos redes metabólicas,
fornecemos um exemplo e também abordamos métodos para construção in silico de
redes metabólicas, como ferramentas computacionais.

2.1 Reações e enzimas
O metabolismo pode ser visto, de forma genérica, como o conjunto de todas as trans-
formações químicas que um ser vivo pode executar. Assim sendo, é necessário com-
preender alguns aspectos básicos dessas transformações, ou reações químicas.

De forma simplificada, uma reação química consiste na transformação de um
conjunto de compostos químicos, denominados reagentes, em um outro conjunto
de compostos químicos, denominados produtos. Essa transformação é geralmente
apresentada com o uso de uma seta, onde a seta parte dos reagentes e aponta para
os produtos. Apresentamos a reação de oxidação da glicose, uma reação muito
utilizada pelos seres vivos aeróbicos para obtenção de energia:

C6H12O6 + 6O2 → 6CO2 + 6H2O

Um produto de uma reação pode ser utilizado como reagente de outra reação,
isso permite o encadeamento de reações, criando cadeias de processamento. De
fato, a reação de oxidação de glicose apresentada anteriormente não é efetuada
pelos seres vivos diretamente, mas em várias etapas e envolvendo várias vias
metabólicas.

A oxidação da glicose citada anteriormente é uma reação que ocorre muito lenta-
mente. No entanto, essa reação é uma das principais fontes de energia em seres
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vivos. Como um ser vivo é capaz de utilizar essa reação para obter energia? Em-
pregando um catalisador, um composto capaz de acelerar uma reação sem ser con-
sumido na reação. Os catalisadores empregados pelos seres vivos são proteínas
chamadas enzimas. Algumas enzimas requerem a presença de um ou mais com-
postos químicos, denominados cofatores, para a catálise da reação, isto é, essas
enzimas não são eficientes sem os cofatores. Por exemplo, cofatores podem ser
utilizados para transferir íons ou estabilizar determinados compostos durante o
processamento da reação.

Enzimas são moléculas altamente específicas. Em geral, uma enzima pode ca-
talisar uma, ou algumas poucas reações, dessa forma um organismo emprega uma
grande quantidade de enzimas. Diversas doenças congênitas humanas são cau-
sadas pela falta ou inativação de uma enzima, outras são devidas à ação desregu-
lada de enzimas. Várias dessas doenças são fatais, com isso tem-se um argumento
a favor da essencialidade do bom funcionamento das enzimas para um organismo
poder viver e se reproduzir.

Devido ao grande número de enzimas existentes, bioquímicos adotaram um
padrão para nomear as enzimas. Formalmente, uma enzima pode ser identificada
por um Enzyme Comission Number (EC number ou mais abreviadamente EC). Um
EC é um código com quatro campos numéricos associado a uma enzima, onde cada
campo fornece informações sobre a reação catalisada por essa enzima. O primeiro
campo indica a classe da enzima, dentre as seis possíveis, o segundo número a sub-
classe da enzima, o terceiro número informa a subsub-classe da enzima, e o quarto
número é um identificador numérico dentro daquela subsub-classe. Normalmente,
também é utilizado um nome comum para enzimas, tal como piruvatoquinase, que
tem EC 2.7.1.40. O IUBMB [IUBMB] é uma organização internacional que propõe
uma classificação para as enzimas em 6 classes [66] (veja tabela 2.1)

Tabela 2.1: Classes de enzimas e função respectiva.
Classe Função

1 Oxirredutases
2 Transferases
3 Hidrolases
4 Liases
5 Isomerases
6 Ligases

Outra evidência da importância das enzimas é o número de estudos envolvendo
essas moléculas. Uma busca pelo termo enzyme no Protein Data Bank (PDB) [14],
por exemplo, retorna milhares de estruturas de enzimas. O estudo da estrutura
das enzimas data de 1926.

Uma enzima (E) é capaz de se ligar a um ou mais reagentes de uma reação,
denominados substratos (S), catalisar a reação e liberar os produtos (P ), esque-
maticamente:

E + S → ES → EP → E + P
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ES e EP são complexos enzima-substrato e enzima-produto. Como se pode ver,
as enzimas não são consumidas no curso de uma reação, portanto podem ser uti-
lizadas para catalisar uma nova reação.

Como enzimas aceleram reações químicas, permitem, por exemplo, a oxidação
de glicose para obtenção de energia em tempo hábil. No entanto, uma enzima
não deve somente ser capaz de catalisar uma reação, ela deve ser capaz de fazê-lo
quando necessário, de forma a fazer o melhor uso da energia disponível. Outro
aspecto é, se uma enzima capaz de degradar proteínas em aminoácidos agisse todo
o tempo, o que impediria essa enzima de digerir proteínas do organismo que não
devem ser digeridas? Claramente, a atividade das enzimas deve ser regulada.

2.2 Vias metabólicas
Falamos na seção 2.1 sobre a oxidação da glicose, uma reação muito utilizada para
obtenção de energia e feita em diversos passos em organismos aeróbicos. Na ver-
dade, as milhares de reações em uma célula produzem uma infinidade de produtos,
e estes podem ter destinos diversos, assim há uma complexa interligação entre as
reações de um organismo. Para facilitar o estudo e análise, e também porque é con-
veniente em alguns casos, certas reações envolvidas em um processo, por exemplo
síntese de ácidos graxos, são conceitualmente agrupadas em uma via metabólica.
Uma via metabólica em geral consiste num grupo de reações sequenciais capazes
de efetuar um processamento específico, em geral síntese ou degradação de um ou
mais compostos.

Como uma ferramenta de análise/estudo, uma via metabólica pode ter um nível
variado de detalhes: ela pode ter mais ou menos reações, detalhar as reações de um
passo ou condensá-las em uma única reação, abordar as reações em um único orga-
nismo ou um grupo de organismos, conexão com outras reações/vias, entre muitos
outros.

Vias metabólicas são, em geral, mostradas de forma gráfica, e são uma forma de
particionar uma rede complexa de interações. Como exemplo, mostramos uma rep-
resentação da glicólise, uma das primeiras vias estabelecidas e um dos primeiros
passos na oxidação da glicose. A glicose tem como produto “final” o piruvato, esta
molécula pode ser utilizada para fermentação, oxidada para gás carbônico e água,
entre outros propósitos. Como se vê, as reações em um organismo possuem in-
terligações, uma via metabólica é um meio para visualizar/estudar um grupo de
interesse.

A figura 2.1 é uma representação simplificada da via da glicólise, que quebra
a glicose e obtém duas moléculas de piruvato ao final. Pela figura, a glicólise con-
siste em um encadeamento linear de reações, por esse mesmo motivo, vias com
essa característica são chamadas de lineares. Um outro tipo de via clássica são
as chamadas vias circulares, onde ocorre um ciclo de reações, produzindo a cada
“volta” um conjunto específico de moléculas. A figura 2.2 mostra um formato de
via circular. Como dissemos anteriormente, vias metabólicas são uma represen-
tação conveniente, mas não necessariamente real. Para ilustrar esse ponto, apre-
sentamos uma visão diferente da glicólise, na figura 2.3, mostrando não apenas a
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Glicose

Glicose-6-fosfato

Frutose-6-fosfato

Frutose-1,6-bifosfato

Gliceraldeído-3-fosfato +
dihidroxiacetona fosfato

2 Gliceraldeído-3-fosfato

2 1,3-bifosfoglicerato

2 3-fosfoglicerato

2 2-fosfoglicerato

2 fosfoenolpiruvato

2 piruvato

Figura 2.1: Exemplo de via metabólica da glicólise, mostrando de forma simplifi-
cada as reações envolvidas.
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glicose, mas outros carboidratos e compostos capazes de participar em alguma das
reações da via. Como se vê, com esse nível de detalhes, a via fica mais complexa.
Considerando que alguns destes compostos podem ser obtidos por outras vias, a
glicólise pode ficar bem mais complicada.

B

C

DE

F

A

G

Figura 2.2: Uma via metabólica circular hipotética.

2.2.1 Bancos de dados de vias metabólicas
Ao longo de mais de um século de pesquisa, muita informação sobre metabolismo já
foi acumulada, e também várias vias metabólicas já foram descritas e comprovadas
experimentalmente. Existem diversos bancos de dados contendo informações não
só de vias metabólicas, como de reações, compostos, organismos e drogas, entre
outros. Esses bancos permitem a visualização das vias, e em geral oferecem links
para páginas contendo mais informações sobre um dado aspecto. Os bancos tam-
bém podem oferecer uma busca, por exemplo, dado um EC number, o banco retorna
todas as vias onde esse EC ocorre, alguns permitem filtragem por organismo, entre
outros.

Alguns desses bancos de dados podem ser acessados via internet, e contêm uma
variedade de informações. Alguns têm seu foco em vias mais gerais aplicadas a
vários organismos, enquanto outros focam nas vias de um ou poucos organismos. A
principal forma de interação com esses bancos consiste na busca de vias contendo
EC numbers. Alguns bancos permitem buscar uma lista de ECs, retornando as
vias com pelo menos um EC da lista, outros fazem buscas apenas por ECs individ-
uais. Alguns bancos retornam figuras de vias com os ECs encontrados destacados
graficamente, outros bancos retornam apenas a figura das vias. Existem diversas
outras características, cada qual voltada a um aspecto em particular.

Neste trabalho, foram utilizados dois bancos de dados de vias metabólicas públi-
cos, o Kyoto Enciclopedia of Genes and Genomes (KEGG) e os bancos de dados do
projeto Biocyc. Em seguida, detalharemos um pouco mais esses bancos.
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glicogênio Glicose

glicose-1-fosfato Glicose-6-fosfato

frutose Frutose-6-fosfato manose

Frutose-1,6-
bifosfato

Gliceraldeído-3-
fosfato + dihidrox-

iacetona fosfato

2 Gliceraldeído-
3-fosfato

2 1,3-
bifosfoglicerato

2 3-fosfoglicerato

2 2-fosfoglicerato

2 fosfoenolpiruvato

2 piruvato

Figura 2.3: Exemplo de via metabólica da glicólise, mostrando diferentes compostos
de entrada.
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KEGG

O KEGG [44] é um grande banco de dados contendo informações não somente de
vias metabólicas, mas também de reações, compostos, genes, genomas, drogas, or-
tologia entre outros, sendo portanto muito utilizado.

O KEGG permite o envio de um arquivo contendo em cada linha a especificação
de um EC, e busca nas vias metabólicas de um organismo as vias onde pelo menos
um EC do arquivo ocorre. O resultado contém não apenas uma lista de links para
as vias encontradas como também os ECs não encontrados na busca. Os ECs en-
contrados nas vias são destacados colorindo-se uma caixa com uma cor que pode
ser especificada pelo usuário. A figura 2.4 mostra uma via metabólica do KEGG,
ECs encontrados nessa via são coloridos com uma borda vermelha. ECs com fundo
branco não estão presentes ou não foram identificados no organismo cujas vias são
pesquisadas.

O KEGG também oferece a ferramenta KAAS (KEGG Automatic Annotation
Server) [64], para anotação de genomas utilizando bancos de dados de sequências
ortólogas. De forma simplificada, a ferramenta toma como entrada um conjunto
de sequências para ser anotado, e alguns outros parâmetros. Essas sequências são
então comparadas por BLAST com um conjunto de sequências de referência. Os
homólogos identificados e com pontuação acima de um limiar são tomados como
candidatos a ortólogos. Os ortólogos são divididos em grupos KEGG Orthology
(KO). De forma resumida, o KO é um conjunto de genes ortólogos construídos a
partir de vias. Calcula-se para cada ortólogo uma pontuação de atribuição baseada
em heurísticas para cada KO. O número identificador do KO com maior pontuação
é atribuído para a sequência.

Biocyc

O projeto Biocyc [20] consiste em uma grande coleção de bancos de dados, cada um
dedicado a um organismo. Esses bancos são divididos em três níveis, de acordo
com a quantidade de revisão manual utilizada em cada banco. No primeiro nível
estão presentes os bancos com extensa revisão manual por especialistas, esses ban-
cos em geral contém muitas referências a artigos com comprovações experimentais
dos dados do banco e são constantemente revisados por equipes com experiência no
organismo em questão. Por demandar uma grande quantidade de trabalho, esses
bancos também são em número pequeno, cerca de 6. No segundo nível, estão pre-
sentes os bancos de dados de vias metabólicas com alguma revisão manual, esses
bancos em geral são bem menos curados comparados aos do primeiro nível. Por
fim, no terceiro nível, estão os bancos de dados contendo apenas predições com-
putacionais, sem nenhuma revisão manual significativa, esses bancos constituem
a maior parte dos bancos de dados disponíveis. A figura 2.5 mostra uma via obtida
a partir do Biocyc.

O Biocyc utiliza um banco de dados conhecido como MetaCyc [20], que armazena
vias metabólicas comprovadas experimentalmente. A figura 2.5 é um exemplo de
via metabólica armazenada no MetaCyc.
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Figura 2.4: Exemplo de via obtida do KEGG mostrando o metabolismo de ácido
lipóico [44].
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Figura 2.5: Exemplo de via obtida do Biocyc mostrando a montagem da proteína
transportadora de biotina-carboxila [20].
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2.3 Redes metabólicas
Uma rede metabólica pode ser entendida como o conjunto de todas as reações efe-
tuadas por um organismo. Assim como as vias metabólicas, uma rede metabólica
pode apresentar um nível variado de detalhes, como mais ou menos reações, infor-
mações de regulação ou não, informação espacial das reações, como compartimento
celular, entre outros. A figura 2.6 mostra uma visualização da rede metabólica de
Escherichia coli (E. coli) do projeto Ecocyc [46], os retângulos representam com-
partimentos celulares, as linhas azuis são reações conectando compostos químicos.
Como pode ser visto na parte direita da figura, existem algumas reações não agru-
padas em vias, e inclusive algumas reações desconectadas do resto da rede. O nível
de detalhes da rede pode ser mudado, permitindo visualizar detalhes não mostra-
dos na figura 2.6.

Figura 2.6: Rede metabólica de Escherichia coli do projeto Ecocyc [47].

Uma rede metabólica é, em geral, incompleta, por exemplo, reações podem fal-
tar na rede, reações podem não ter um EC associado, ou uma reação pode ter sido
detectada no organismo mas o gene responsável pela produção da enzima catal-
isadora da reação é desconhecido, entre outros. De fato, mesmo a rede metabólica
de E. coli não é “completa”, com várias evoluções ao longo do tempo. A figura 2.7,
retirada de Feist et al [30], mostra a evolução de informações da rede metabólica
de E. coli ao longo do tempo até o ano de 2007. Como se pode ver, a construção de
uma rede metabólica é iterativa, com cada estudo aprofundando e melhorando os
dados dos estudos anteriores.

Redes metabólicas podem ser usadas para uma variedade de propósitos: para
melhorar a anotação de um genoma ao identificar possíveis erros e inconsistências,
estudar a evolução das espécies pois espera-se que organismos próximos tenham
metabolismos muito parecidos, o estudo das diferenças ajuda a revelar quais fa-
tores influenciam a capacidade de um organismo, como a capacidade de infectar
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Figura 2.7: Evolução de informações da rede metabólica de E. coli ao longo do
tempo [30].

um certo hospedeiro. Redes metabólicas também podem ser utilizadas no desen-
volvimento de drogas, identificando pontos essenciais do metabolismo e inibindo-
os, pode-se matar ou debilitar seriamente um organismo. Podem também ser uti-
lizadas em engenharia genética, fornecendo dados de como o metabolismo pode ser
afetado com introdução/remoção de alguma capacidade.

2.3.1 Reconstrução de redes metabólicas
A reconstrução de uma rede metabólica é um processo laborioso, demorado e com
diversos detalhes a serem considerados. A princípio, o mínimo necessário para
uma rede metabólica consiste no conjunto de reações de um organismo. Esse con-
junto pode ser obtido a partir de uma extensa revisão da literatura disponível, não
somente de artigos, mas também de livros, bancos de dados já existentes, entre ou-
tras fontes, um exemplo de trabalho empregando esse tipo de abordagem pode ser
visto em Förster et al [35]. Esse tipo de trabalho é mais diretamente aplicável em
organismos modelo, com biologia bem conhecido e ampla evidência experimental
disponível [31]. Como exemplo citamos a levedura S. cerevisiae, existe um banco
de 2.026 mutantes, cada um dos mutantes tem um gene inativo. Por esse estudo,
descobriram-se vários genes essenciais [94].

Esse tipo de reconstrução é um processo com alto trabalho manual, mas caso
dados experimentais sejam a principal evidência das reações incluídas, a rede
metabólica gerada pode ter uma alta qualidade, no sentido da existência de grande
parte das reações ser justificada por estudos com resultados experimentais.

Por causa do grande trabalho envolvido, das diversas áreas do conhecimento
abrangidas, alguns projetos adotaram, entre outros fatores, um processo baseado
em comunidades para construção de redes metabólicas. Nesse formato, uma comu-
nidade de especialistas de várias áreas se reune para discutir, planejar, executar
e curar a reconstrução de uma rede metabólica. Esse processo tem o potencial de
agregar o conhecimento de muitas pessoas, e assim permitir a criação de uma rede
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metabólica de alta qualidade, mas apresenta problemas, dentre eles a necessidade
de disponibilizar os dados para a comunidade, se possível em um formato padrão. A
criação do padrão Systems Biology Markup Language (SBML) [41] em 2003 repre-
senta um avanço nessa direção, pois muitas redes metabólicas são disponibilizadas
nesse formato e uma série de ferramentas capaz de processá-lo existe. Um exem-
plo de iniciativa envolvendo a construção de uma rede metabólica com o auxílio de
uma comunidade pode ser visto em Hergard et al [39]. Como evidência da constante
evolução de informações em uma rede metabólica, outros estudos foram publicados
com a atualização dessa rede, como Dobson et al [26] e Heavner et al[38].

Para muitos organismos, no entanto, a quantidade de dados bioquímicos dispo-
níveis na literatura é baixa ou talvez até mesmo inexistente, se considerarmos
um organismo recém-descoberto por exemplo. Embora o ideal seja a criação de
uma rede metabólica baseada em dados experimentais, os experimentos bioquími-
cos, genéticos, de sequenciamento e outros necessários para obter evidência exper-
imental são caros, demorados e/ou de execução complicada, assim, para a maioria
dos organismos simplesmente não é viável a construção de uma rede metabólica
baseada na maior parte em sólidos resultados experimentais.

No entanto, é cada vez mais fácil sequenciar o genoma de um organismo, e
pela aplicação de uma série de métodos computacionais obter um conjunto de tran-
scritos candidatos desse organismo. Esses transcritos podem ser posteriormente
analisados por métodos como Blast [3], PFAM [13] para obter os ECs possivel-
mente associados com cada transcrito, ou ainda outros métodos comparativos. O
resultado dessa atribuição de ECs a transcritos seria então a base para construção
da rede metabólica. Embora esse processo possa ser executado de forma relativa-
mente rápida, vários erros podem ser introduzidos: um possível transcrito pode
nunca ser traduzido em proteína, portanto a reação catalisada pela enzima corre-
spondente não existe na rede metabólica real, algumas das reações encontradas de
forma comparativa podem não ocorrer realmente no organismo, consistindo erros
do método comparativo. Mesmo quando uma reação realmente existe em um orga-
nismo, as informações sobre uma enzima e a correspondente reação catalisada po-
dem não ser completas, como exemplo, a enzima álcool desidrogenase pode aceitar
mais de um tipo de álcool como substrato, e em alguns casos a reação catalisada
é descrita como: 1 álcool + NAD resultando em 1 aldeído + NADH. Por causa da
possibilidade de erros, é desejável a revisão por especialistas das reações obtidas.

Feita essa etapa de coleta das reações catalisadas em um organismo, esse conhe-
cimento deve ser transformado em um modelo matemático para permitir análises
e validações posteriores [31]. Uma possível análise consiste no chamado flux bal-
ance analysis (FBA). Nessa análise, a rede metabólica é modelada por meio de uma
matriz estequiométrica S com m linhas e n colunas, onde cada linha representa um
composto dos m existentes e cada coluna uma das n reações. Em cada coluna, os
números representam os coeficientes estequiométricos dos compostos participantes
da reação, valores negativos representam compostos consumidos (reagentes), val-
ores positivos compostos produzidos (produtos), 0 representa um composto que não
participa da reação. O fluxo de cada reação na rede é representado por um ve-
tor v de tamanho n, para cada reação i, v[i] representa a quantidade de matéria
fluindo por aquela reação. Assumindo um estado de equilíbrio, onde todo material
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produzido é consumido, obtemos a seguinte equação:

Sv = 0

Se v = 0, a equação é trivialmente satisfeita, no entanto, se pelo menos um
valor de v for maior que zero, teremos um sistema de equações com m equações
e n incógnitas. Em geral, temos mais reações em um organismo que compostos,
então n > m, com mais incógnitas que equações, o sistema Sv = 0 tem mais de
uma solução. É possível restringir o espaço de soluções restringindo os valores de v
para representar o fluxo máximo e mínimo de uma reação observada em um orga-
nismo, por exemplo, podemos definir 1 ≤ v[3] ≤ 5. Também podemos definir c, um
vetor de pesos, onde cada c[j] indica quanto a reação j contribuí para uma função
objetivo, dessa forma, temos Z = cTv uma função objetivo. Usando programação
linear, pode-se procurar um ponto no espaço de soluções restrito de Sv = 0 que
maximiza/minimiza a função objetivo Z. Um exemplo de aplicação desse método
consistiria em definir uma função objetivo representando a geração de biomassa,
ou crescimento, do organismo. Comparando-se a solução obtida por FBA com um
experimento de crescimento do organismo em um dado meio é possível detectar in-
consistências no modelo. Um valor máximo de produção de biomassa de 0 indicaria
que o organismo não é capaz de crescer em um dado meio, se isso for contrário à ev-
idência experimental, indica que a rede metabólica está incompleta, faltam reações
capazes de permitir o crescimento em um dado meio. Se, pelo contrário, a análise
prevê crescimento em um meio onde o organismo não pode crescer, isso é um in-
dicativo que a rede contém reações que não estão presentes no organismo, e devem
ser removidas.

Um outro modelo de redes metabólicas consiste no uso de grafos. Um grafo G
é constituído de dois conjuntos: V e E. O conjunto V é o conjunto de vértices, e
E ⊆ V 2 é o conjunto de arestas, onde um elemento (a, b) ∈ E representa uma aresta
saindo do vértice a e indo em direção ao vértice b. Existem diversas formas de se
modelar o conhecimento das reações de um organismo em um grafo. No grafo de
compostos, cada vértice representa um composto, e existe um vértice do composto
a para o composto b se existe uma reação onde a é consumido e b é gerado. No grafo
de reações, cada vértice representa uma reação, e existe uma aresta da reação Rx

para a reação Ry se pelo menos um dos produtos de Rx for um dos reagentes de
Ry. No grafo bipartido de reações e compostos, o conjunto de vértices V é divido
em dois subconjuntos, C o subconjunto de compostos e R o subconjunto de reações,
tais que não existe intersecção entre eles, isto é, C ∩ R = ∅. Sejam ci ∈ C e rj ∈ R,
uma aresta no grafo admite apenas duas formas, ou (ci, rj), representando que o
composto ci é consumido na reação rj, ou (rj, ci), representando que a reação rj
produz o composto ci. Todos esses modelos podem gerar a mesma representação
em grafo para duas redes metabólicas distintas, gerando assim uma ambiguidade.
Um exemplo é mostrado na figura 2.8.

A análise de uma rede metabólica representada no formato de um grafo permite
a detecção de compostos bloqueados, definidos como compostos nunca produzidos
ou nunca consumidos. Existem programas para detectar esses compostos e tam-
bém para tentar corrigir essas falhas, buscando, por exemplo, o menor número de
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Figura 2.8: Grafo de compostos das redes metabólicas R1, {A → C,B → C}, e R2,
{A+B → C}.

operações de adição de reação, reversão de direções de reações e transformação de
uma reação unidirecional em uma reação bidirecional capaz de eliminar esses com-
postos bloqueados. Também é possível realizar análises de predição de alvos de
drogas, levando em conta inclusive a biologia de um hospedeiro, ao eliminar por
exemplo reações vitais para um hospedeiro da lista de reações preditas para alvos
de drogas [24].

Uma revisão do processo de reconstrução de redes metabólicas é feita em [31].
Inicialmente, as informações de enzimas eram obtidas por caracterização bioquími-
ca e revisão de literatura, esse método manual era aplicado para alguns organismos
seletos. Com novas ferramentas capazes de anotar genomas inteiros rapidamente,
esse processo pode ser aplicado para outros organismos. O processo de reconstrução
de uma rede metabólica possui quatro grandes passos: primeiramente realiza-se a
anotação do genoma e identifica-se as enzimas e reações catalisadas pelas enzimas.
Em seguida essas informações são revistas para identificar erros e omissões, com a
ajuda da literatura e especialistas no organismo em questão. Com as informações
revisadas, elas são representadas em um formato matemático, permitindo novas
análises, inclusive de consistência. Por último, a reconstrução pode ser usada, e
dados de sequenciamento de alto desempenho ajudam a melhorar a rede.

Para este trabalho, utilizamos como base uma reconstrução da rede metabólica
de S. cerevisiae [35]. Essa foi a primeira reconstrução de uma rede metabólica de
uma célula eucariótica, além disso, S. cerevisiae é um fungo, oferecendo assim uma
maior proximidade taxônomica em relação ao P. lutzii. Essa rede foi reconstruída
utilizando principalmente informações da literatura, extensas para a S. cerevisiae.
Embora a literatura disponível sobre P. lutzii não seja tão abundante, o método
exposto no artigo, de integração de dados de diferentes fontes para a construção da
rede metabólica, serviu de base para este trabalho.

2.3.2 Ferramentas para criar redes metabólicas
Existem ferramentas para auxiliar no processo de criação e análise de uma rede
metabólica, algumas ferramentas são dedicadas somente à análise, outras somente
à criação, e outras ainda incorporam ambas funções. Apresentamos uma breve
descrição de algumas das ferramentas disponíveis.
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O método PRIAM [21] trabalha obtendo dados do banco de dados ENZYME [12].
Para cada EC disponível no ENZYME, as sequências proteicas correspondentes a
cada EC são retiradas e utilizadas para a criação de um perfil de cada um dos
ECs. Para cada grupo de sequências, módulos capazes de caracterizar o grupo
são detectados, e após isso é feita uma seleção dos módulos essenciais. Por fim,
para levar em conta a possibilidade de enzimas não-homólogas catalisando uma
mesma reação e outros casos, esses módulos essenciais são combinados utilizando-
se regras lógicas do tipo E e OU. Por exemplo, um dado EC pode ter quatro módulos
detectados, M1, M2, M3 e M4, para uma sequência ser classificada como tendo esse
EC, ela deve ter os módulos M1 e M2 ou ter os módulos M3 e M4, sendo assim
a regra correspondente seria: (M1 E M2) OU (M3 E M4). A execução consiste em
comparar cada proteína com os perfis gerados, reportar os melhores resultados não-
sobrepostos para cada proteína, obtendo por fim uma lista de ECs preditos. Este
programa realiza somente a predição de reações, não realizando nenhuma outra
forma de análise posterior.

A ferramenta metaSHARK [69] possui o módulo SHARKHunt inicia com a
preparação de dois conjuntos de perfis: um de polipeptídeos PSI-BLAST [4] e outro
de cadeias escondidas de Markov do programa HMMER. Foram utilizados o con-
junto de perfis PSI-BLAST gerados com o programa PRIAM, para cada um destes
com mais de uma sequência, o programa MUSCLE [28] é utilizado para gerar um
alinhamento múltiplo das sequências, esse alinhamento é então passado para o
programa HMMBuild. Com os perfis preparados, a entrada do método consiste em
um conjunto de sequências de DNA, sejam elas de cromossomos, contigs ou Ex-
pressed Sequence Tags. Uma primeira busca é feita utilizando PSI-TBLASTN para
detectar sequências de DNA com alguma similaridade com algum perfil PRIAM, se-
quências com alguma similaridade são então passadas para o método Wise2 para
posterior análise, e sequências alinhadas aos perfis são reportadas. Essa ferra-
menta também inclui o módulo SHARKView, que gera uma visualização da rede
metabólica gerada. Como se pode ver, essa ferramenta não se dedica somente à
predição de reações, mas também oferece um serviço de visualização das infor-
mações obtidas.

A ferramenta RAST [10] é voltada para genomas bacterianos e do reino Archea,
um exemplo da possibilidade de especializar ferramentas de criação de redes metabóli-
cas. O princípio da ferramenta é a possibilidade de projetar regras biológicas já con-
firmadas com experimentos em novas sequências. Essas regras biológicas conheci-
das são armazenadas em subsistemas. Um subsistema consiste em um conjunto de
genes de diferentes organismos que implementam essas regras biológicas. Para a
execução, a ferramenta utiliza FIGfams, uma entidade com três componentes: uma
família de proteínas, uma função executada pela família, e um procedimento de
decisão. O procedimento de decisão recebe uma sequência e decide se a sequência
deve ser inclusa na FIGfam ou não. Dois procedimentos são utilizados: no primeiro,
se duas proteínas implementam a mesma função de um mesmo subsistema e se as
regiões de similaridade das duas sequências cobrem pelo menos 70% de ambas, a
proteína é incluída na família, no segundo, se as proteínas vêm de genomas próxi-
mos, tem similaridade maior de 90% e tem um contexto cromossômico igual, então
elas são incluídas na mesma família. O método toma então como entrada arquivo
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multifasta contendo contigs, determina a localização de genes de tRNA e rRNA
e os remove. Após isso, estima os genes prováveis utilizando GLIMMER2, toma
genes representativos de FIGfams universais ou quase universais em procariotos,
como tRNA sintetases. Essas sequências representativas são buscadas nos genes
prováveis, com isso localizando os vizinhos filogenéticos mais próximos, genes en-
contrados nesse processo são considerados como tendo a função determinada. O
próximo passo procura as FIGfams dos vizinhos filogenéticos mais próximos no
conjunto de genes sem função determinada, novamente, aqueles com similaridade
são considerados determinados e removidos das próximas buscas. A próxima busca
é feita utilizando todo o conjunto de FIGfams, e por fim uma última busca com
um banco de proteínas não redundantes pode ser feita. Feito isso, os dados de se-
quências associadas a subsistemas com um conjunto de cenários pode ser utilizado
para gerar uma rede de reações do organismo, que pode ser vista como uma rede
metabólica.

O Pathway Tools [45] é uma suíte de software, centrada em uma espécie de
banco de dados conhecido como banco de dados de vias/genomas (BDVG). Um BDVG
integra informações sobre genes, proteínas, rede metabólica e regulatória de um
organismo. A criação de um BDVG começa a partir de um genoma anotado, para
isso é utilizado um conjunto de arquivos fasta, cada um contendo a sequência de
um elemento1, com isso obtém-se a sequência dos elementos. A anotação é infor-
mada em arquivos no formato PathoLogic ou Genbank. A anotação pode conter
informações de início e fim de genes e introns, pode também conter termos Gene
Onthology (GO), EC numbers, descrição do produto do gene, nome do gene, nome
do produto do gene, links para outros bancos de dados e comentários. O Pathway
Tools então copia alguns dados do banco de dados MetaCyc e cria um novo objeto
para cada elemento anotado dado como entrada, o objetivo deste passo é transferir
as informações de sequência e anotação para o BDVG.

A seguir, o Pathway Tools utiliza os produtos de genes, os EC numbers e ter-
mos GO para identificar as reações do MetaCyc correspondentes às anotações das
sequências, dessa forma criando um conjunto de reações. Em seguida, o Pathway
Tools importa todas as vias do MetaCyc contendo pelo menos uma reação iden-
tificada no organismo, e faz uma triagem dessas vias para tentar remover falsos
positivos. Utiliza-se como critério o número de reações na via e também quan-
tas das reações na via são exclusivas daquela via e não ocorrem em outra via
metabólica. Adicionalmente, uma filtragem taxônomica também é feita. Cada
via tem um escopo taxonômico onde se espera a ocorrência da via, esse escopo é
construído baseado em informações experimentais. Assim, vias só verificadas em
plantas são eliminadas de um BDVG de um animal.

As vias identificadas podem conter falhas. Uma possível falha consiste na não
identificação de uma enzima que catalisa uma ou mais reações na via. Dessa
forma, ocorre a falta de uma ou mais reações na via, sendo essas reações faltantes
chamadas de buracos. O Pathway Tools possui uma ferramenta para encontrar
candidatos para preencher esses buracos, chamada PHFiller. Para cada buraco a
ser processado, a ferramenta busca no banco de dados UNIPROT [7] todas as se-
quências que catalisam essa reação em outros organismos. Um BLAST é feito para

1cromossomo, plasmídeo ou contig

21



comparar as proteínas do organismo com o conjunto de sequências do UNIPROT. A
análise do resultado do BLAST é feita utilizando um classificador Bayesiano, que
retorna a probabilidade de dada sequência codificar a enzima que catalisa a reação
faltante.

O Pathway Tools permite a edição das informações do BDVG. Um BDVG pode
ter as informações publicadas na internet, e versões do BDVG podem ser salvas
para permitir a recuperação do estado anterior de um BDVG se isso for necessário.

2.3.3 Redes metabólicas reconstruídas
Várias redes metabólicas já foram reconstruídas in silico. Ma e Zeng [52] recons-
truiram redes metabólicas in silico de 80 diferentes organismos, e apresentaram
várias análises sobre a representação em forma de grafos dessas redes, por exem-
plo distribuição do grau de conectividade, para verificar a “proximidade” entre os
compostos. Para organismos modelo, são utilizados métodos mais elaborados, onde
uma extensa verificação de informações é feita para que a rede metabólica recons-
truída represente da forma mais fiel possível o metabolismo do organismo de es-
tudo. Como exemplo, temos a reconstrução da rede metabólica da planta modelo
Arabidopsis thaliana [62].

A bactéria Gram-negativa Escherichia coli é um micro-organismo muito estu-
dado, com vários dados sobre metabolismo, regulação e fisiologia. Ao longo do
tempo, vários diferentes modelos sobre o metabolismo de E. coli foram gerados,
antes mesmo da disponibilidade do genoma. Em 1990, construiu-se um FBA com
14 reações de E. coli, utilizado para prever a excreção do excesso de acetato em E.
coli [54]. Em 1993, um modelo com 53 reações catabólicas e 94 reações biosintéticas
foi criado, e dados como produção ótima de cofatores foram calculados [91]. Esse
modelo foi posteriormente expandido para abranger 300 reações e 289 metaból-
itos, e modificações foram feitas para relacionar biomassa com a taxa de cresci-
mento [70]. Esse modelo foi usado para calcular o fluxo máximo quando E. coli
crescia em um meio com glicose e acetato e outro meio apenas com acetato. A
diferença média entre o valor previsto e o valor verificado experimentalmente foi
de 16% para o meio com glicose e acetato e 17% para o meio somente com acetato.
Em 1997, o genoma de E. coli MG1655 foi sequenciado e anotado [17]. Em 2000,
um novo modelo foi construído, com 720 reações e 436 metabólitos. Estudos de
remoções in silico de genes de E. coli foram feitas com esse modelo, sendo 68 con-
sistentes com observações experimentais das 79 previsões feitas. Outros modelos
foram gerados desde então, cada um expandindo o conhecimento de modelos ante-
riores, por exemplo os modelos de 2007 [30] e 2011 [67].

A levedura Saccharomyces cerevisiae foi o primeiro eucarioto a ter a rede meta-
bólica reconstruída in silico em escala genômica [35]. Outros modelos foram cons-
truídos posteriormente [27, 49], mas variações nos métodos usados e diferentes in-
terpretações da literatura acarretaram grandes diferenças entre as reconstruções.
Em 2007, foi feita uma reunião com especialistas de diversas áreas com o intuito
de resolver as diferenças entre os diferentes modelos, remover as ambiguidades e
gerar uma rede metabólica consenso [39]. Um dos problemas dessa rede metabólica
consenso foi a fragmentação, pois reações com ambiguidades estruturais foram re-
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movidas. Uma atualização desse modelo foi feita em 2010, com melhor represen-
tação do metabolismo de lipídios e maior conectividade, consistindo essa recon-
strução de 1.102 reações e 924 metabólitos [26]. Mais uma atualização foi feita em
2012, atualizando reações envolvidas em esfingolipídeos, anotações gene-reação, e
outras melhoras, esse novo modelo contém 2.110 reações e 1.418 metabólitos [38].
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Capítulo 3

Paracoccidioides lutzii

Este capítulo apresenta o organismo para o qual propomos uma primeira visão da
rede metabólica, o Paracoccidioides lutzii. Na seção 3.1, uma introdução geral aos
fungos é feita, com aspectos biológicos e o papel destes organismos na natureza e
sociedade humana. Em seguida, na seção 3.2 descrevemos o fungo, com alguns as-
pectos biológicos gerais, além de mais detalhes sobre a doença causada pelo fungo.
Após isso, na seção 3.3, o Projeto Genoma Pb é apresentado, sendo descrita de
forma resumida a sua bioinformática e os resultados obtidos.

3.1 Descrição geral de fungos
Fungo é o nome dado a qualquer organismo pertencente ao reino Fungi, este reino
surgiu há 570–900 milhões de anos atrás e é reconhecido como um grupo indepen-
dente de organismos assim como as plantas e os animais. Com pelo menos 70.000
espécies descritas, os fungos variam desde organismos unicelulares até colônias
multicelulares, são heterotróficos e encontrados em diversos habitats.

Fungos exercem um importante papel na natureza e na sociedade humana.
Fungos estão ativamente envolvidos em diversos ciclos de matéria na natureza.
Como exemplo, alguns fungos são capazes de degradar a celulose, envolvidos assim
no ciclo do carbono, outros fungos são capazes de fixar nitrogênio da atmosfera, par-
ticipam assim do ciclo do nitrogênio. Essa capacidade de fixação de nitrogênio tem
um importante papel para as plantas, pois consiste na principal forma de obtenção
de nitrogênio, de fato, algumas plantas e fungos vivem em simbiose, obtendo assim
mútuo proveito. Fungos associados a insetos permitem aos insetos habitar novos
locais, ao prover enzimas capazes de digerir a matéria orgânica presente em um
novo habitat. O parasitismo também é observado entre os fungos, sendo capazes
de infectar plantas como o arroz, animais como os morcegos e até mesmo criaturas
marinhas. Fungos são capazes de gerar esporos, esses esporos podem ser carrega-
dos pelo vento por grandes distâncias, sendo capazes de atingir outros continentes,
contribuindo para a dispersão dos fungos por grande parte do planeta.

Na sociedade humana, os fungos podem ser utilizados para diversas finalidades,
econômicas, médicas, culinárias, entre outras. A Saccharomyces cerevisiae é uti-
lizada como fermento na produção de pão e bebidas alcoólicas, Tolypocladium in-
flatum é utilizado na produção de drogas imunossupressoras e Penicililum chryso-
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genum, o produtor da penicilina, teve um grande impacto no progresso médico,
além disso, vários fungos são utilizados na alimentação. Assim como na natureza,
fungos também são capazes de parasitar seres humanos, vencendo as barreiras im-
postas pelo sistema imune e proliferando dentro do organismo ou até mesmo dentro
das células. Exemplos de fungos capazes de infectar humanos incluem, mas não
estão limitados a: Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Histoplasma capsula-
tum e Cryptococcus neoformans. Infecções sistêmicas desses fungos podem levar à
morte, sendo, em alguns casos, a causa de morte em ambientes hospitalares, onde
após doenças ou cirurgias, pacientes são infectados por fungos.

Os fungos possuem mais de uma opção para a reprodução, reprodução sexuada
ou assexuada, no entanto, existem espécies capazes apenas de reprodução sexuada,
espécies que efetuam apenas reprodução assexuada também foram observadas. De
maneira geral, a reprodução gera esporos capazes de dispersão e de germinação em
um substrato adequado. A dispersão pode se dar de diversas formas, pelo vento,
na água, através de erupção, por meio de insetos, entre outros. Certas espécies
de fungos com reprodução sexuada são capazes de efetuar a auto-fecundação, en-
quanto outras necessitam de dois indivíduos com formas sexuais diferentes para a
reprodução.

Existem duas formas celulares principais para o nosso interesse, micélios ou
filamentos, em geral ramificados e chamados de hifas, e a forma de levedura. As
hifas são constituídas de diversas células, estas células podem ser separadas umas
das outras por paredes celulares, ou a hifa pode não exibir uma compartimental-
ização das células. A forma de levedura é mais simples, constituindo de uma única
célula cuja multiplicação ocorre por brotamento. Existem espécies de fungos com a
capacidade de assumir as duas formas celulares, fungos chamados dimórficos, bem
como fungos restritos a apenas uma das formas.

3.2 Descrição do Paracoccidioides lutzii
Nesta seção inicialmente descrevemos o gênero Paracoccidioides, em seguida dis-
cutimos detalhes do P. lutzii

3.2.1 O genêro Paracoccidioides
Adolpho Lutz realizou o primeiro isolamento de fungos do gênero Paracoccidioides,
a partir de pacientes contaminados na cidade de São Paulo no ano de 1908 [51],
em 1930 foi criado o gênero Paracoccidioides. Fungos desse gênero são encontra-
dos em áreas rurais da América Latina, desde o México até o extremo sul da Ar-
gentina [77], embora o habitat não tenha sido completamente determinado, acredita-
se que eles vivam como micélios saprófitas no solo e/ou em vegetais, e usem matéria
orgânica em decomposição como fonte de nutrientes [82]. As condições climáticas
consistiriam em temperaturas de 10 a 28◦C, vegetação com florestas abundantes,
estações com verões chuvosos, invernos curtos e solos ácidos. Os tatus são reco-
nhecidos como reservatórios naturais do fungo [11], embora ele tenha também sido
encontrado em cães da raça dobermann [76] e morcegos. Autores especulam que o
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reservatório natural de fungos do gênero Paracoccidioides consistiria em animais
cujo ambiente propicia contato com a água, como peixes, anfíbios e moluscos. As
aves aquáticas, após ingerirem estes animais, defecariam o fungo no solo, possibil-
itando a propagação do mesmo em outros ambientes [23].

O gênero Paracoccidioides consiste de fungos dimórficos, ocorrendo como micélio
no ambiente natural e passando para a forma de levedura ao infectar o homem [75].
A forma miceliana produz colônias brancas, pequenas e irregulares, as hifas são
multinucleadas e segmentadas, podendo ter esporos terminais ou intercalares. Mi-
croscopicamente a forma de levedura é multinucleada, arredondada e algumas
leveduras apresentam múltiplos brotamentos, levando a um formato denominado
“roda de leme”, este formato é utilizado no diagnóstico da infecção pelo fungo, a
figura 3.1 é uma foto de uma célula de P. brasiliensis em formato “roda de leme”.

Figura 3.1: Foto de célula de P. brasiliensis com múltiplos brotamentos. Esse for-
mato é conhecido como “roda de leme”. A barra branca representa 10 µ m. Retirado
de [19].

Estudos utilizando a técnica de eletroforese de gel em campo pulsado permiti-
ram estimar o número de cromossomos de diferentes isolados, com o número de
bandas variando de 4 a 5 e tamanho estimado entre 23 e 31 milhões de pares de
bases [2, 63]. Sequenciamento de fragmentos de DNA mostrou uma densidade
de um gene a cada 3500–4500 mil pares de bases, para um total de 7.500–9.000
genes. O Instituto BROAD efetuou o sequenciamento do genoma de três isolados
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do Paracoccidioides, conhecidos como Pb01, Pb03 e Pb18, os dados do sequencia-
mento estão disponíveis publicamente.

3.2.2 O Paracoccidioides lutzii
Durante muito tempo, o gênero Paracoccidioides teve apenas uma espécie, o Para-
coccidioides brasiliensis, e diferentes “cepas” ou isolados. Os isolados Pb01, Pb03
e Pb18 são os mais estudados do gênero Paracoccidioides. Estudos utilizando o
método de Genealogical Concordance Phylogenetic Especies Recognition (GCPSR)
identificaram três espécies filogenéticas no complexo Paracoccidioides: S1, PS2 e
PS3 [59]. Um outro estudo feito com marcadores moleculares do gene hsp70 identi-
ficou 17 isolados, incluindo o Pb01, nomeados grupo Pb01-like, análises feitas com
GCPSR mostraram que o grupo Pb01-like clusterizou separadamente dos grupos
S1,PS2 e PS3 em um longo ramo monofilético [88].

Análises morfológicas das conídias de espécies agrupadas como Pb01-like mostrou
conídias elongadas com tamanho maior em comparação com as conídias de P. brasilien-
sis [90], além disso, as conídias de P. brasiliensis são globulares. Dados genéticos
como sequências de PRP8, além de elementos transponíveis, também corroboram
a existência da espécie P. lutzii [57, 89].

Com a disponibilidade dos genomas dos isolados Pb01, Pb03 e Pb18, estudos
verificaram divergência genética entre Pb01 e Pb03, Pb18. Os isolados Pb03 e
Pb18 tem genoma de tamanho similar (30 e 29,1 Mb), já o genoma do Pb01 tem
32,9 Mb [25]. Não obstante, os isolados Pb03 e Pb18 exibem uma similaridade de
sequências maior (96%), e o isolado Pb01 apresenta maior divergência (90%) [25].
P. lutzii exibe uma localização geográfica diferente, sendo encontrado nos estados
de Goiás a Rondônia, enquanto o Pb18 é encontrado nos estados da Região Sudeste.

3.2.3 Paracoccidioidomicose
Fungos do genêro Paracoccidioides causam uma doença conhecida como Paracoc-
cidioidomicose, abreviada como PCM. A PCM é uma micose sistêmica com dis-
tribuição não uniforme na América Latina, com nenhum caso reportado nos se-
guintes países: Nicarágua, Guiana, Chile e Suriname. O Brasil concentra cerca de
80% dos casos, observados nos estados de São Paulo, Goiás, Minas Gerais e Mato
Grosso. O número de pessoas afetadas pela doença é estimado em 10 milhões [19].
O mecanismo de infecção foi especulado da seguinte maneira: a forma miceliana
no solo libera propágulos, esses são então dispersos pelo ar e ao serem inalados
poderiam provocar a doença [75]. Experimentos onde camundongos inalam esses
propágulos verificaram a instalação de uma doença crônica e progressiva nos ca-
mundongos [60], podendo induzir fibrose pulmonar, como verificado em humanos.

A doença apresenta diversos quadros clínicos, a depender do parasita e do hos-
pedeiro, e apresenta um tempo de latência alto, com uma média de 15 anos. A
infecção pode originar uma forma assintomática da doença, com uma infecção pri-
mária no tecido pulmonar. As formas infectantes posteriormente assumem a mor-
fologia de levedura, sendo este passo essencial para o prosseguimento da doença,
cepas incapazes de assumir a forma de levedura não causam infecção. Acredita-
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se que o aumento da temperatura experimentado no corpo humano (37◦C), tenha
um papel fundamental na diferenciação, pois experimentos em laboratório envol-
vendo a variação de temperatura provocaram a transição entre as duas formas do
fungo [61]. A figura 3.2 as duas formas de micélio e levedura do fungo.

Figura 3.2: As duas formas do P. lutzii, micélio (a direita) e levedura (a esquerda)

Após a instalação existem duas formas básicas de apresentação da doença:
aguda e crônica. A forma aguda afeta ambos os sexos, tem evolução rápida, na es-
cala de tempo de semanas a meses, a mortalidade pode ser severa pois esta forma
da doença pode se espalhar para baço, fígado e médula óssea [19]. A forma crônica
ocorre preferencialmente em homens adultos, levando anos para apresentação de
sintomas, e afeta principalmente o endotélio pulmonar, podendo posteriormente se
espalhar para outros órgãos [36]. A preferência por homens pode ser explicada
por uma diferença hormonal: foi demonstrado um poder inibitório do hormônio β-
estradiol na mudança de forma do fungo [78], dessa forma mulheres teriam uma
proteção natural contra a infecção pelo fungo.

O diagnóstico da doença se dá principalmente por meio da identificação direta
do fungo em material retirado das lesões, procurando principalmente a “roda de
leme” característica. O tratamento é prolongado, com possibilidade de chegar a
5 anos. Utilizam-se principalmente sulfas e drogas anti-fúngicas [58], com pos-
terior acompanhamento pós-terapêutico, devido ao grando número de infectados
pela doença, estudos envolvendo a busca por vacinas ou outro tratamento mais
eficaz foram efetuados.

3.3 Projeto Genoma Pb
O Projeto Genoma Pb foi criado com o seguinte objetivo geral:

Mapear o genoma funcional e diferencial entre as formas de micélio e levedura
de Paracoccidioides brasiliensis, um fungo dimórfico que causa a Paracoccid-
ioidomicose (PCM), micose endêmica de alta prevalência na América Latina.

As coordenações geral e da bioinformática ficaram sob responsabilidade do In-
stituto de Biologia da UnB, e envolveram diversas instituições de pesquisa desta
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região, como a Universidade Federal de Goiás, a Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul e a Universidade Federal de Mato Grosso, entre outras.

Na etapa de sequenciamento foram gerados 25.598 clones de cDNA e estes
clones foram sequenciados. A determinação das bases foi feita utilizando o pro-
grama phred [29], logo após seguiu-se uma remoção de sequências contaminantes
de bactéria e rRNA, por fim foram aceitas para montagem somente sequências com
200 ou mais bases e qualidade PHRED≥ 20. Esse processo gerou 19718 sequências
de alta qualidade [32], essas sequências foram montadas utilizando o programa
CAP3 [40], gerando 2.655 contigs e 3.367 singlets. Posteriormente contigs e sin-
glets foram anotados utilizando-se blastx [3] e os bancos de dados nonredundant
protein (nr), cluster of orthologous groups (COG) [48] e gene ontology (GO) [9]. A
figura 3.3 mostra de maneira simplificada o pipeline de bioinformática utilizado no
projeto.

De forma geral, 27 genes altamente transcritos foram encontrados nesse tran-
scritoma, 328 genes tiveram expressão aumentada no processo de diferenciação,
sendo 58 de micélio e 270 de levedura. Alguns padrões de expressão diferenciada
de genes foram validados experimentalmente por meio da técnica de northern blot.
Também foram indicados alguns ECs durante o processo, a tabela 3.1 apresenta
alguns dos ECs identificados como diferencialmente expressos e a forma do fungo
onde eles são mais expressos [32].

Tabela 3.1: Tabela de ECs diferencialmente expressos identificados no Projeto
Genoma Pb. Dados obtidos de [32].

ECs encontrados
Levedura Micélio

1.1.1.1 4.4.1.5
3.5.1.41 1.15.1.1
3.1.6.6 1.13.11.32
1.8.4.8 2.7.4.3
1.2.4.1 4.2.1.22

2.6.1.42 2.2.1.2
1.6.5.3 3.1.2.22

1.1.1.69 1.1.1.41
3.3.2.1 6.2.1.5

2.5.1.15 2.7.1.2
2.6.1.1 2.7.1.48
6.2.1.3
6.3.5.7
4.1.3.1
2.6.1.9
3.5.1.4

1.14.13.3

Uma análise dos genes permitiu constatar a capacidade de respiração aeróbica
por parte do fungo bem como a capacidade de respiração anaeróbica pela conversão
de piruvato para etanol. Um estudo do padrão diferenciado de expressão leva a crer
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Figura 3.3: Pipeline de bioinformática do Projeto Genoma Pb.
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que a forma de micélio utiliza principalmente a respiração aeróbica, já a forma de
levedura tem prefêrencia por respiração anaeróbica.

Em Arraes et al. [8], um estudo geral sobre o metabolismo de P. lutzii é feito,
abordando tanto o metabolismo primário quanto o secundário, além de serem apre-
sentadas referências para experimentos que confirmam alguns aspectos da biologia
do fungo. Nosso trabalho também utiliza esses dados, além de outros encontrados
na literatura e bibliografia específica para a reconstrução da rede metabólica.
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Capítulo 4

Métodos

Neste capítulo, descrevemos inicialmente o método geral utilizado para a recon-
strução in silico da rede metabólica do P. lutzii e em seguida os métodos computa-
cionais utilizados para adquirir e analisar os dados. Na seção 4.1 será feita uma
descrição do método geral. Na seção 4.2 apresentamos os métodos computacionais
utilizados no desenvolvimento do trabalho.

4.1 Descrição do método geral
Baseado no trabalho de Forster et al.[35], várias fontes de dados foram utilizadas
como entrada para diferentes parâmetros da rede metabólica in silico. O genoma
obtido pelo Instituto BROAD [Broad Institute of Harvard and MIT] além da ano-
tação feita com o KAAS [64] foram utilizados para a procura de enzimas. Essas
enzimas foram utilizadas para identificar as reações e respectivas vias metabóli-
cas. Além disso, artigos sobre o P. lutzii serviram de base para incluir ou confirmar
enzimas que deveriam estar presentes [8, 32, 33]. O banco de dados MetaCyc foi
utilizado para obter informações como estequiometria e cofatores de enzimas, além
de conter os dados das reações propriamente ditas. Um livro de bioquímica básica
foi consultado para uma maior compreensão dos dados analisados. Por fim, to-
dos essas informações foram incluídas para propor um modelo in silico da rede
metabólica do organismo. A figura 4.1 apresenta de forma resumida esse método.

O software Pathway Tools [45] foi sugerido por pesquisadores do instituto IN-
RIA da França, durante um período de pesquisa de setembro a dezembro de 2012.
O Pathway Tools vem sendo desenvolvido desde 2000, e é a base de diversos bancos
de dados tais como o do projeto Ecocyc. Além disso, permite a atualização dos da-
dos da rede metabólica conforme novos conhecimentos venham a ser descobertos.
A edição pode ser feita via web e de maneira colaborativa, assim pode-se deixar a
atualização de informações a cargo de um especialista. É possível também definir
versões do banco e guardar essas versões separadamente, permitindo restaurar os
dados a um estado antigo mais facilmente. O programa também permite realizar
uma série de outras análises, tais como Flux Balance Analysis (FBA), e identifi-
cação de metabólitos nunca produzidos ou jamais consumidos.
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Figura 4.1: Método geral de reconstrução da rede metabólica.
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4.2 Descrição do método computacional
Nesta seção apresentamos os processos de identificação das enzimas do P. lutzii,
bem como a obtenção e a modificação nos arquivos de vias provenientes do KEGG
e do Biocyc. Por fim, descrevemos a geração de dados de entrada para a execução
do Pathway Tools de modo a reconstruir a rede metabólica in silico do fungo.

4.2.1 Identificação de enzimas
Primeiramente, obtivemos os dados do Instituto Broad referentes ao Paracocci-
doides lutzii, identificado no Broad como P. brasiliensis Pb01, a partir do endereço
http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/paracoccidioides_
brasiliensis/MultiDownloads.html. Os dados obtidos consistem no agre-
gado Gene Downloads contendo os seguintes arquivos:

• genes.fasta

• transcripts.fasta

• transcripts.gtf

• proteins.fasta

• proteins_stops.fasta

• pfam_to_genes.txt

• genes_upstream_1000.fasta

• genes_upstream_utr_1000.fasta

• genes_downstream_1000.fasta

• genes_downstream_utr_1000.fasta

• genome_summary.txt

• genome_summary_per_gene.txt

Após isso, efetuamos um Blast [3] do arquivo proteins.fasta contra o banco de
dados swissprot, onde todas as comparações com e-value > 10−10 foram rejeitados,
sendo o resultado deste blast salvo em um arquivo xml para posterior processa-
mento. Em seguida, utilizamos um script python para obter os identificadores dos
melhores hits de cada sequência contra o swissprot, sequências sem hits não foram
consideradas nesta etapa. Os identificadores foram salvos em um arquivo contendo
um identificador por linha. Acessamos o endereço http://www.uniprot.org/,
clicamos na aba superior com o texto retrieve, carregamos o arquivo com identifi-
cadores gerado anteriormente e submetemos a transação. Obtivemos depois um
arquivo flat file contendo informações de cada um dos hits. Utilizamos um segundo
script python para processar o resultado do blast com os dados dos flat files obtidos
do swissprot, associando as sequências com os ECs correspondentes, quando estes
existiam, o script python grava os ECs encontrados em um arquivo texto, um EC
por linha.

A figura 4.2 mostra o pipeline utilizado para obtenção das vias.
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4.2.2 Obtenção de vias metabólicas
Antes de prosseguir com a criação da rede metabólica, decidimos utilizar os ECs
obtidos na seção 4.2.1 para obter vias metabólicas de bancos de dados públicos. O
propósito era obter dados primários sobre o metabolismo.

Para esta etapa foram utilizados os dados do Kyoto Enciclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) bem como dois bancos de dados do projeto Biocyc, o Ecocyc e o
Yeastcyc. Os procedimentos para o KEGG são diferentes daqueles utilizados para
os dados do projeto Biocyc, descrevemos cada um desses passos em ordem.

Obtenção de vias metabólicas do KEGG

Como dito na seção 2.2.1, o KEGG permite o envio de um arquivo contendo um EC
por linha para uma busca nas vias metabólicas. Um detalhe é que para ser consid-
erado válido, cada EC deve ser precedido do texto ec:, isto é, o texto ec:2.1.7.1
é válido para o KEGG, já o texto 2.1.7.1 não é válido. Utilizamos um script para
gerar o arquivo no formato utilizado pelo KEGG. Acessamos o endereço http://
www.genome.jp/kegg/tool/map_pathway1.html, carregamos o arquivo com
os ECs no formato do KEGG, escolhemos um organismo de interesse (os organ-
ismos utilizados serão detalhados depois) e efetuamos a busca.

O KEGG retorna uma página de resultados onde se encontra uma lista de links,
cada link aponta para uma página onde se pode visualizar a via metabólica com os
destaques apropriados. Infelizmente essas páginas são apagadas após um tempo,
dessa forma, para tornar o resultado persistente, é necessário salvar as páginas de
resultado. Salvamos o arquivo html descrevendo a página contendo a lista de resul-
tados, utilizamos um script python para varrer essa lista de resultados e processá-
los, da seguinte forma: para cada link de resultado, a página corresponde é obtida,
o arquivo contendo a imagem da via com os destaques é salvo em um diretório lo-
cal, também é salvo um pequeno código html cuja função é permitir aos dados da
imagem serem utilizados como links para mais informações no KEGG.

O processo descrito foi executado para os seguintes organismos: Escherichia
coli, Saccharomyces cerevisiae, Coccidioides immitis, Aspergillus fumigatus e As-
pergillus nidulans.

Obtenção dos dados do projeto Biocyc

Os bancos de dados do projeto Biocyc não permitem a busca de um conjunto de ECs,
cada EC deve ser buscado manualmente no banco de dado. O resultado da busca
não necessariamente aponta para uma via metabólica, mas pode fornecer zero, um
ou mais links para páginas de reações, cada uma dessas páginas de reações pode
também conter zero, um ou mais links para páginas de vias, e as páginas de vias
podem vir por padrão em diferentes níveis de detalhes, algumas mostram os ECs da
via, outras não mostram os ECs da via, mas o nível de detalhes pode ser ajustado.

Os endereços utilizados para busca das vias implementam proteção contra web
crawling. Web crawling consiste na prática de utilizar um programa de computa-
dor automático para baixar uma grande quantidade de páginas de um endereço
específico. Ele pode ser utilizado para, por exemplo, replicar as páginas públicas

36

http://www.genome.jp/kegg/tool/map_pathway1.html
http://www.genome.jp/kegg/tool/map_pathway1.html


de um endereço em um computador pessoal. Infelizmente, o uso de web crawling
tem um impacto negativo no endereço cujos dados são copiados, devido ao grande
número de requisições, a cota de banda pode ser excedida. Além disso, tal prática
prejudica o acesso de outros usuários, e portanto é considerada indesejável pelos
responsáveis dos serviços hospedados na internet. Normalmente a proteção contra
web crawling é implementada bloqueando o acesso de computadores com muitas
requisições em um curto período de tempo. A proteção contra web crawling imple-
mentada de maneira agressiva, por exemplo, bloquear todos os computadores aces-
sando dois links em menos de 10 segundos pode excluir usuários legítimos, e isso é
indesejável. Alguns programas, como o wget, tentam “simular” um comportamento
humano obtendo os dados das páginas em intervalos de tempo aleatórios. Decidi-
mos então utilizar a mesma abordagem, em todos os passos onde dados são obtidos
das páginas do projeto Biocyc, um intervalo de tempo aleatório é introduzido antes
de cada requisição, para evitar a proteção contra web crawling.

Por causa do método de busca, as imagens das vias não fazem distinção entre
os ECs encontrados e os ECs não encontrados, sendo assim é necessário utilizar
uma biblioteca de processamento de imagens para destacar os ECs encontrados. O
processo para obter as vias de um banco de dados do projeto Biocyc não é essencial-
mente complicado, mas contém muitos passos e pode ser confuso. Por essa razão
apresentamos esse processo em uma série de passos, o programa utilizado não nec-
essariamente efetua esses passos na ordem ou na forma exposta a seguir.

Obtenção das páginas de reações

O primeiro passo consiste em enviar uma requisição contendo o EC de interesse à
página do projeto Biocyc onde se busca as vias e obter o resultado. O processamento
do resultado consiste em primeiro se procurar por diretivas redirect cuja função
é apontar para uma nova página. Caso uma diretiva redirect seja encontrada, a
página apontada é obtida, após isso processa-se a página obtida, procurando-se na
mesma links para páginas de reações, esses links podem ser buscados utilizando-
se uma expressão regular. Nesse processo, construímos uma estrutura de dados
associando a cada EC as reações catalisadas pelo EC.

Obtenção das páginas de vias

Retira-se de cada página de reação os links para as vias onde essa reação ocorre,
esses links são ajustados para o nível de detalhe necessário para visualização dos
ECs nas vias e posteriormente armazenados em um conjunto para evitar dupli-
cação de informações. Posteriormente essas páginas são baixadas localmente.

Processamento das páginas de vias

Com as páginas baixadas, é hora de processá-las para obtenção dos dados necessários.
O título da via é obtido para facilitar a identificação. A imagem da via é baixada
junto com as informações necessárias para links entre a imagem e os dados do bio-
cyc. A imagem da via é armazenada em um arquivo local e modificada da seguinte
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forma: a partir das informações dos links de reações em cada via, é possível desco-
brir os ECs associados com cada via, com essas informações é possível procurar nos
links associados com cada imagem links correspondentes aos ECs buscados. Com
os dados de área associado a cada link um quadrado vermelho é desenhado ao redor
de cada área, destacando assim os ECs encontrados. Os dados da página de via são
guardados em um arquivo html apontando para a imagem modificada.

Efetuamos tal procedimento para dois bancos de dados do projeto Biocyc, ambos
da camada 1, isto é, bancos com uma extensa curagem manual por especialistas no
organismo. Usamos os seguintes bancos: Ecocyc, de Escherichia coli e Yeastcyc, de
Saccharomyces cerevisiae.

4.2.3 Construção da rede metabólica
Para a construção da rede metabólica foi utilizado o programa Pathway Tools.
Alguns procedimentos foram modificados para utilização desse programa. Detal-
hamos os passos. Para a construção utilizamos o arquivo transcripts.fasta obtido
do BROAD.

Obtenção de enzimas

O KEGG Automatic Annotation Server (KAAS) [64] oferece uma anotação de um
conjunto de genes por meio de uma comparação utilizando blast [3] contra o banco
de dados curado KEGG GENES. Os resultados retornados são identificadores de
KEGG Orthology (KO), grupos de genes ortólogos, estes KO são associados a ECs,
então é possível obter informações de enzima desta forma.

Acessamos o endereço http://www.genome.jp/kaas-bin/kaas_main, car-
regamos o arquivo transcripts.fasta, e escolhemos a opção de um arquivo de nu-
cleotídeos. O conjunto de dados de genes foi escolhido como o representativo para
eucariotos e o método de atribuição foi o bi-directional best hit. Com a análise
completa baixamos um arquivo texto contendo campos separados por tabulação. O
primeiro campo é o identificador da sequência, o segundo, quando presente, con-
sistia em um identificador KO. Usamos um script para armazenar dados de KOs
localmente e analisar esses dados para obter uma lista de ECs.

Geração dos arquivos de entrada

O Pathway Tools toma uma variedade de arquivos de entrada. O arquivo de en-
trada mestre, por assim dizer, é chamado genetic-elements.dat, exatamente dessa
forma. O arquivo consiste em registros terminados por //, incluindo o último reg-
istro do arquivo. Cada campo do registro aparece em uma linha, e um campo é
separado do valor por uma tabulação. Descrevemos brevemente os principais cam-
pos de cada registro, com alguns detalhes omitidos:

ID Obrigatório, identificador único para o elemento. Utilizamos o identificador das
sequências do BROAD.

NAME Opcional, uma descrição do elemento.
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TYPE Opcional, um entre :CHRSM (cromossomo), :PLASMID (plasmídio), :MT
(cromossomo mitocondrial), :PT (cromossomo de cloroplasto) ou :CONTIG.

CIRCULAR? Obrigatório exceto para elementos do tipo cromossomo, indica se o
elemento é circular ou não.

CODON-TABLE Opcional, o código genético a ser utilizado na tradução.

ANNOT-FILE Obrigatório, caminho completo para o arquivo em formato patho-
logic com a anotação do elemento.

SEQ-FILE Obrigatório, caminho completo para o arquivo fasta com a sequência
do elemento.

Como dito na descrição do campo ANNOT-FILE, é necessário gerar arquivos no
formato pathologic com a anotação de cada elemento. O formato desse arquivo é o
mesmo do arquivo genetic-elements.dat, mas utiliza campos diferentes. Descreve-
mos os campos utilizados neste trabalho:

ID Opcional, identificador único usado para o elemento.

NAME Obrigatório, nome do elemento.

PRODUCT-TYPE Obrigatório, indica o tipo de produto, e deve ser escolhido en-
tre: P (proteína), PSEUDO = pseudogene, TRNA = RNA transportador, RRNA
= RNA ribossomal, MISC-RNA = outro RNA.

STARTBASE Opcional, base inicial de transcrição.

ENDBASE Opcional, base final de transcrição.

FUNCTION Obrigatório, a função do produto. Caso a função seja desconhecida,
deve-se utilizar o texto ORF como função.

EC Opcional, o EC associado ao produto, se houver. Caso haja mais de um EC
associado, utiliza-se tantos campos ECs quanto necessários.

Utilizamos um script para geração do arquivo genetic-elements.dat e um outro
script para geração dos arquivos de anotação em formato pathologic. Um outro
script separado foi utilizado para gerar os arquivos fasta com as sequências de
cada elemento a partir do arquivo multifasta transcripts.fasta.

Execução do Pathway Tools

Executamos o Pathway Tools com os seguintes dados de entrada, observando-se
que o banco de dados utilizado foi o MetaCyc:

• Nome do banco: Pb01cyc;

• Arquivo genetic-elements.dat, com referências para arquivos de sequências e
anotações;
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• Identicador taxonômico do NCBI: 121759

Foi então criado o banco de dados contendo as informações de reações e vias do
P. lutzii, que é mostrado na página do projeto.

4.2.4 Reanotação
Após a execução do Pathway Tools, realizamos uma verificação manual em vias
metabólicas tidas como essenciais para a sobrevivência do P. lutzii. O objetivo
dessa verificação foi encontrar enzimas que faltavam para completar essas vias
essenciais. A partir dessa verificação, obtivemos uma lista de ECs a serem busca-
dos. Obtivemos as sequências dos ECs das enzimas não encontradas no P. lutzii
nos bancos de dados BRENDA [80] e UNIPROT [7], e construimos um banco de
dados com essas sequências.

Com esse banco de dados, separamos as sequências de P. lutzii sem ECs atribuí-
dos pelo KAAS. Realizamos um BLAST dessas sequências contra o banco de dados
das enzimas não encontradas nas vias de P. lutzii, retornando apenas os alinha-
mentos com e-value menor que 10−5. Elaboramos um script Python para processar
o resultado do BLAST, identificando as sequências com pelo menos um hit. A par-
tir desses resultados, geramos duas planilhas: uma contendo novas sugestões de
anotação para proteínas classificadas como hipotéticas, e outra contendo novas an-
otações para sequências previamente anotadas.
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Capítulo 5

Resultados obtidos e discussão

Neste capítulo, descrevemos os resultados obtidos utilizando a metodologia descrita
no capítulo 4, na seção 5.1 e, em seguida, discutimos esses resultados na seção 5.2.

5.1 Resultados
Nessa seção, inicialmente, mostramos as vias obtidas por meio de pesquisa nos
bancos de dados KEGG e Biocyc. Posteriormente, mostramos uma representação
gráfica da rede metabólica gerada bem como algumas estatísticas a respeito da
rede. Por fim, mostramos algumas telas encontradas na página desenvolvida nesse
projeto.

5.1.1 Identificação de enzimas e busca de vias nos bancos de
dados KEGG e Biocyc

A metodologia de identificação de enzimas empregada permitiu obter 857 ECs para
as proteínas do Paracoccidioides lutzii. A figura 5.1 mostra a razão entre o número
de ECs e o número de ORFs, para cada categoria enzimática definida pela IUBMB.
Destacamos que para a classe EC 5, a razão é 58/58, indicando que cada reação é
catalisada por uma única ORF.

No caso do banco de dados KEGG, o número de vias metabólicas obtidas variou
conforme o organismo de referência. A tabela 5.1 mostra o número de vias obtidas
para cada um dos cinco organismos de referência utilizados. De maneira geral,
quanto mais próximo o organismo de referência do Paracoccidioides lutzii, mais
vias foram encontradas, a exceção consiste no empate entre Escherichia coli e Sac-
charomyces cerevisiae, nós propomos que a maior presença de dados de Escherichia
coli no KEGG “compensou” a distância filogenética.

A figura 5.2 mostra uma das vias encontradas no KEGG utilizando como base
de comparação os dados de S. cerevisiae. Os ECs são mostrados em caixas, onde
caixas com fundo branco representam ECs que não pertencem a nenhum dos dois
organismos. Caixas com fundo verde representam ECs encontrados em S. cere-
visiae, bordas e números vermelhos representam os ECs de P. brasiliensis. Como
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Figura 5.1: Relação entre o número de reações e o número de ORFs na reconstrução
da rede metabólica, agrupados por categoria enzimática.

Tabela 5.1: Número de vias encontradas no KEGG utilizando diferentes organis-
mos de referência.

Organismo Número de vias metabólicas encontradas
Escherichia coli 96
Saccharomyces cerevisiae 96
Coccidioides immitis 101
Aspergillus nidulans 103
Aspergillus fumigatus 104
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exemplo, o EC 5.4.2.2 ocorre tanto em S. cerevisiae quanto em P. brasiliensis, o EC
3.2.1.26 é exclusivo de S. cerevisiae.

Figura 5.2: Via metabólica encontrada no banco de dados KEGG [44].

No caso dos bancos de dados do projeto Biocyc encontramos 175 vias no Ecocyc
e 149 vias no Yeastcyc. A figura 5.3 mostra uma das vias encontradas no yeastcyc.
O EC 4.1.1.50, destacado com uma borda vermelha, ocorre tanto em S. cerevisiae
quanto em P. brasiliensis, já o EC 2.5.1.22 seria exclusivo de S. cerevisiae.

5.1.2 Reconstrução da rede metabólica
A rede metabólica criada possui 1743 reações catalisadas por 1413 enzimas, além
de 9 reações de transporte, as reações atuam sobre um total de 1202 compostos. A
figura 5.4 mostra uma visão geral da rede, sem grandes detalhes. Foram identifica-
dos 242 buracos em 106 vias, e para 166 desses buracos, pelo menos um candidato
foi encontrado com a capacidade de preencher esse buraco na via metabólica.

A tabela 5.2 mostra algumas estatísticas da rede metabólica gerada.
A tabela 5.3 mostra os bancos de dados utilizados neste trabalho.

5.1.3 Página com as informações das vias metabólicas do P.
lutzii

As figuras 5.5, 5.6, 5.7, 5.8 e 5.9 mostram informações que estão disponíveis publi-
camente na página: http://www.biomol.unb.br/Pb01.
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Figura 5.3: Via metabólica encontrada no banco de dados yeastcyc.

Tabela 5.2: Estatísticas da rede metabólica gerada.
Estatística Valor
ORFs 9137
Compostos 1202
Reações 1743
Reações de transporte 9
Reações com atribuição de ORF 1555

Tabela 5.3: Bancos de dados utilizados no trabalho.
Banco Endereço
KEGG http://www.genome.jp/kegg/
Ecocyc http://ecocyc.org/
Yeastcyc http://biocyc.org/YEAST
Swissprot http://web.expasy.org/docs/swiss-prot_guideline.html
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Figura 5.4: Rede metabólica gerada.
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Figura 5.5: Página inicial

Figura 5.6: Página contendo informações sobre o P. lutzii
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Figura 5.7: Página com dados disponibilizados pelo projeto

5.2 Discussão
Nesta seção realizamos uma análise preliminar dos resultados obtidos neste tra-
balho. Analisamos a rede metabólica gerada, com dois focos. Inicialmente, o
metabolismo primário é discutido com base em um agrupamento dos principais
blocos. Em seguida, identificamos as vias metabólicas do metabolismo secundário.

Idealmente, uma rede metabólica é um modelo fiel e preciso do metabolismo
de um organismo. No entanto, as redes metabólicas consistem em aproximações
do metabolismo do organismo de estudo. Em geral, uma rede metabólica é incom-
pleta, no sentido de não modelar todas as reações efetuadas em um organismo.
Mesmo com essa informação disponível, outros dados, como informações de regu-
lação e fluxo podem ser necessárias. Desta forma, a rede metabólica obtida deve
ser aprimorada no sentido de identificar falhas e omissões.

5.2.1 Metabolismo primário
O metabolismo primário consiste nas reações essenciais à vida de qualquer orga-
nismo, e portanto é efetuado por todos os organismos vivos. Pode ser agrupado em
quatro grandes grupos: síntese/degradação de carboidratos, síntese/degradação de
lipídios, síntese/degradação de aminoácidos e síntese/degradação de nucleotídeos.
Também está incluso no metabolismo primário o metabolismo energético, respon-
sável pela síntese de adenosina tri-fosfato (ATP), sendo o ATP a principal fonte de
energia das células.
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Figura 5.8: Página com links para vias encontradas no KEGG

48



Figura 5.9: Página com links para vias encontradas no Biocyc
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Síntese/degradação de carboidratos

Os carboidratos são a principal fonte de energia para a maioria dos organismos não
fotossintéticos. São também utilizados para a fabricação de polímeros insolúveis,
sendo esses polímeros são utilizados como elementos estruturais e protetores em
diversos organismos. Apresentamos a seguir uma análise das principais vias do
metabolismo primário envolvendo carboidratos.

Glicólise

A glicólise é a via metabólica onde ocorre a degradação de açúcares como gli-
cose, frutose, manose e outros para piruvato. A via está completa no P. lutzii com
exceção da enzima 2.7.9.2, que catalisa a conversão de piruvato para fosfoenolpiru-
vato. No livro [65], utilizado como referência para estudo das vias, essa reação não
é descrita na via da glicólise, também não sabemos dizer se essa reação é efetuada
pelo P. lutzii.

Gluconeogênese

A gluconeogênese é o processo pelo qual um organismo sintetiza glicose a partir
de compostos carbônicos com três ou quatro átomos de carbono para glicose. Esta
via está quase completa, com exceção da enzima 2.7.9.2, capaz de converter piru-
vato em fosfoenolpiruvato. No entanto, essa conversão pode ser feita em dois pas-
sos, primeiro transformando piruvato em oxaloacetato, e posteriormente o oxaloac-
etato em fosfoenolpiruvato, essas reações são catalisadas pelas enzimas 6.4.1.1 e
4.1.1.31, respectivamente. Apenas a enzima 6.4.1.1 foi identificada pelas análises
em P. lutzii, portanto, a menos que um outro mecanismo de conversão de piruvato
em fosfoenolpiruvato seja descoberto, essa via está incompleta pela falta de uma
reação.

Ciclo do ácido tricarboxílico

O ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) é uma via energética, tendo como entrada
grupos acetil, esses grupos são oxidados no TCA e são geradas moléculas de NADH
e FADH, essas moléculas são então posteriormente utilizadas na fosforilação oxida-
tiva. Apenas uma reação não está presente no ciclo TCA, mostrada na figura 5.10.
Essa reação na verdade é catalisada por um complexo enzimático [65], portanto é
possível que não tenha sido encontrada devido ao fato de nenhum complexo prote-
ico ter sido definido. No entanto, as três enzimas do complexo foram identificadas
em P. lutzii (piruvate dehydrogenase - EC 1.2.4.1, dihydrolipoyl transacetylase -
EC 2.3.1.12 e dihydrolipoyl dehydrogenase - EC 1.8.1.4).

Síntese/degradação de glicogênio

A molécula de glicogênio consiste basicamente em polímeros de glicose, e serve
para armazenar glicose para posterior utilização. A síntese está completa, pois foi
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Figura 5.10: Reação não encontrada no ciclo TCA. Figura retirada de [65]

identificada entre as sequências não anotadas de P. lutzii a enzima/proteína glico-
genina (EC 2.4.1.186). Essa enzima é importante pois é responsável por sintetizar
o iniciador a partir de onde as demais enzimas atuarão para formar o glicogênio.

A respeito da degradação de glicogênio, a via está aparentemente completa, com
as três principais enzimas do processo identificadas: glicogênio fosforilase, uma en-
zima para remoção de ramos de glicogênio, e por fim fosfoglicomutase. Aparente-
mente, a enzima glicogênio fosforilase foi anotada pelo Pathway Tools como amido
fosforilase, mas isso pode ocorrer devido ao EC 2.4.1.1 possuir mais de um nome, e
então acreditamos que a enzima presente seja a glicogênio fosforilase.

Pentoses-fosfato

A via das pentoses-fosfato permite a obtenção de NADPH para combater os
efeitos nocivos de radicais livres envolvendo moléculas de oxigênio. Essa via tam-
bém pode ser utilizada para gerar precursores para a síntese de DNA, RNA e nu-
cleotídeos.

A via das pentoses-fosfato está completa, tanto em respeito ao ramo oxidativo,
quanto ao ramo não-oxidativo. Desta forma o P. lutzii é capaz de sintetizar NADPH
e gerar precursores para a síntese de nucleotídeos.

Síntese/degradação de lipídios

Os lipídios consistem em uma grande diversidade de moléculas, tendo como car-
acterística comum a insolubilidade em água. Organismos utilizam lipídios para
armazenamento energético, síntese de membranas celulares, cofatores de enzimas,
hormônios, isolamento térmico, entre outros. Analisamos então a rede metabólica
gerada de P. lutzii, focando no metabolismo de lipídios.

A β-oxidação é a via por onde dois carbonos são sucessivamente removidos de
uma cadeia lipídica, cada grupo de dois carbonos removidos gera acetil-CoA, que
pode ser utilizado no TCA para obter energia. Da família de enzimas acil-CoA
desidrogenases, responsáveis por fazer essa remoção, o KAAS anotou a enzima
ativa em cadeias de médio comprimento (4 a 14 carbonos) foi identificada. As en-
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zimas agindo em cadeias muito longas (12 a 18 carbonos, EC 1.3.8.8) e em cadeias
curtas (4 a 8 carbonos, EC 1.3.8.1) foram identificadas em sequências não anotadas
de P. lutzii. Todas as principais enzimas restantes no processo de β-oxidação foram
identificadas. Também foi identificada uma via por onde o P. lutzii seria capaz de
processar ácidos graxos insaturados, com um número ímpar de carbonos, depen-
dente de di-isomerase. Apenas uma enzima (EC 1.2.1.3) da via da ω-oxidação foi
identificada, não sabemos dizer se P. lutzii efetivamente utiliza esta via ou se isto
é um artefato da anotação.

Para a oxidação de ácidos graxos com um número ímpar de carbonos, três en-
zimas são necessárias: propionyl-CoA carboxylase (6.4.1.3), methylmalonyl-CoA
epimerase (5.1.99.1) e methyl-malonyl-CoA mutase (5.4.99.2). Foi identificada ape-
nas a primeira enzima.

Outras vias detectadas de degradação de lipídos foram: degradação de glicerol,
fosfolipases, degradação de triacilglicerol.

Quanto a síntese de ácidos graxos, dos sete ECs que compõem o complexo fatty
acid synthase, quatro foram identificados no P. lutzii (2.3.1.39, 1.1.1.100, 1.3.1.10
e 3.1.2.14). Os ECs 1.3.1.10 e 3.1.2.14 foram identificados por blast [3] com se-
quências nas quais o KAAS não anotou enzimas. Os ECs não identificados foram:
2.3.1.38, 2.3.1.41 e 4.2.1.59.

Outras vias de síntese/degradação de lipídios identificadas estão na tabela 5.4:

Tabela 5.4: Vias de de lipídios identificadas
Nomes (em inglês)

3-phosphoinositide biosynthesis
biotin-carboxyl carrier protein assembly

cardiolipin biosynthesis II
CDP-diacylglycerol biosynthesis I

choline biosynthesis III
cyclopropane fatty acid (CFA) biosynthesis

dolichol and dolichyl phosphate biosynthesis
ergosterol biosynthesis

fatty acid activation
fatty acids biosynthesis (yeast)

lanosterol biosynthesis
mevalonate pathway I

phosphatidylcholine biosynthesis I
phosphatidylethanolamine biosynthesis I
phosphatidylethanolamine biosynthesis II

triacylglycerol biosynthesis
very long chain fatty acid biosynthesis

zymosterol biosynthesis
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Síntese/degradação de aminoácidos

Os aminoácidos são os blocos constituintes das proteínas. Organismos usam as
proteínas para as mais diversas funções: estrutural, transporte, defesa. De fato, as
próprias enzimas, essenciais para a vida, são proteínas feitas a partir de aminoá-
cidos, portanto os aminoácidos desempenham um papel essencial à manutenção
da vida. Aminoácidos podem ser classificados em aminoácidos essenciais e não
essenciais, os aminoácidos essenciais são aminoácidos que devem ser adquiridos
através da dieta, pois o organismo não é capaz de sintetizá-los, já os aminoácidos
não essenciais podem ser sintetizados a partir de moléculas precursoras, e portanto
não precisam ser adquiridos por meio da dieta. Embora trabalhos anteriores [8] in-
diquem que o único aminoácido essencial para P. lutzii seja a asparagina, a via de
síntese da asparagina está completa na rede metabólica gerada (Figura 5.11).

Figura 5.11: Via de síntese da asparagina identificada em P. lutzii

A síntese dos aminoácidos se dá principalmente a partir dos aminoácidos glu-
tamato e glutamina. Os outros aminoácidos são criados por diferentes transfor-
mações desses dois aminoácidos como base, no entanto, outras vias também exis-
tem, portanto é possível haver mais de um meio para sintetizar alguns aminoáci-
dos.

Segundo a rede metabólica obtida, o P. lutzii é capaz de sintetizar os seguintes
aminoácidos, por pelo menos uma via: alanina, arginina, asparagina, aspartato,
glutamato, glicina, histidina,cisteína, isoleucina, leucina, fenilalanina, prolina, se-
rina, treonina e valina. Vias incompletas são: glutamina, triptofano e lisina. Vias
não identificadas de síntese de aminoácidos: tirosina e metionina.

Foram encontradas as seguintes vias completas de degradação de aminoácidos
em P. lutzii: alanina, arginina, asparagina, aspartato, glutamato, glutamina, cis-
teína, serina, leucina, prolina, treonina, tirosina e valina. Vias incompletas são:
metionina (enzima sem EC), triptofano, isoleucina, lisina e fenilalanina. Vias não
identificadas: glicina e histidina.

Síntese/degradação de nucleotídeos e nucleosídeos

Vias de síntese completas e quase completas de nucleotídeos e nucleosídeos estão
mostradas na tabela 5.5.
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Tabela 5.5: Vias completas e quase completas de síntese.
Nomes (em inglês)

5-aminoimidazole ribonucleotide biosynthesis I
adenine and adenosine salvage I

adenine and adenosine salvage III
adenine and adenosine salvage VI

inosine-5’-phosphate biosynthesis II
uridine-5’-phosphate biosynthesis

Vias de degradação completas e quase completas de nucleotídeos e nucleosídeos
estão mostradas na tabela 5.6.

Tabela 5.6: Vias completas e quase completas de degradação
Nomes (em inglês)

adenosine nucleotides degradation II
guanosine nucleotides degradation II

purine ribonucleosides degradation to ribose-1-phosphate
pyrimidine ribonucleosides degradation II
S-methyl-5’-thioadenosine degradation II

urate biosynthesis/inosine 5’-phosphate degradation

Fosforilação oxidativa e fermentação

A fosforilação oxidativa é um processo onde elétrons são transferidos entre difer-
entes carreadores. A cada transferência de elétrons, um certo número de prótons é
“bombeado” para fora da membrana interna da mitocôndria. A membrana interna
da mitocôndria é impermeável para a passagem de prótons, portanto os prótons
“bombeados” não podem retornar pela membrana. Esse processo tem como resul-
tado a formação de um gradiente eletro-químico na membrana interna da mitocôn-
dria. Os prótons podem retornar para o interior da membrana interna através de
poros de prótons associados com a enzima ATP sintase, esse movimento de prótons
pelos poros fornece a energia necessária para a síntese de ATP.

A fosforilação oxidativa aparenta estar completa no P. lutzii, com enzimas para
transferência de elétrons de NADH para ubiquinona (ou coenzima Q), de ubiquinol
para o citocromo c, e do citocromo c para o oxigênio. Embora o processo envolva
mais carreadores de elétrons, acreditamos que a via apresentada está resumida, e
que o P. lutzii seja capaz de realizar integralmente a fosforilação oxidativa.

Foi identificada uma via de fermentação de piruvato para etanol, condizente
com estudos que dizem que o P. lutzii efetua metabolismo aeróbico e anaeróbico [32].

Reanotações de enzimas para P. lutzii

Na tabela 5.7 são sugeridas anotações para as proteínas do P. lutzii anotadas como
hipotéticas.

54



Tabela 5.7: Reanotação para proteínas hipotéticas.
Código (BROAD) Nomes (em inglês)
PAAG_01870T0 enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific)

EC 1.3.1.10
PAAG_02813T0 enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific)

EC 1.3.1.10
PAAG_02980T0 short-chain acyl-CoA dehydrogenase EC 1.3.8.1
PAAG_03233T0 enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific)

EC 1.3.1.10
PAAG_04175T0 linoleate 8R-lipoxygenase EC 1.13.11.60 ou

linoleate 10R-lipoxygenase EC 1.13.11.62
PAAG_04275T0 enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific)

EC 1.3.1.10 ou
oleoyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase EC 3.1.2.14

PAAG_04610T0 pyruvate, water dikinase EC 2.7.9.2
PAAG_07432T0 short-chain acyl-CoA dehydrogenase EC 1.3.8.1 ou

long-chain acyl-CoA dehydrogenase EC 1.3.8.8
PAAG_09039T0 oleoyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase EC 3.1.2.14 ou

enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific)
EC 1.3.1.10

PAAG_06838T0 pyruvate, water dikinase EC 2.7.9.2
PAAG_07719T0 enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific)

EC 1.3.1.10
PAAG_00274T0 Cytochrome P450 4A2 EC: 1.14.15.3
PAAG_00927T0 Cytochrome P450 4A25 EC: 1.14.15.3
PAAG_01252T0 Fatty acid oxidation complex subunit alpha EC: 1.1.1.35
PAAG_01265T0 Probable sulfite oxidase, mitochondrialEC: 1.8.3.1
PAAG_02232T0 Cytochrome P450 4A10 EC: 1.14.15.3
PAAG_03398T0 Cytochrome c oxidase subunit 7A EC: 1.9.3.1
PAAG_05405T0 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 EC: 1.1.1.35
PAAG_05420T0 Putative endoglucanase X (Fragment) EC: 3.2.1.4
PAAG_06313T0 Cytochrome P450 4A10 EC: 1.14.15.3
PAAG_06816T0 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 EC: 1.1.1.35
PAAG_07806T0 Cytochrome P450 4A24 EC: 1.14.15.3
PAAG_08224T0 Phosphatidylglycerophosphatase GEP4, mitochondrial

EC: 3.1.3.27
PAAG_08947T0 Fatty acid oxidation complex subunit alpha EC: 1.1.1.35
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Na tabela 5.8, são sugeridas anotações para sequências que não tiveram EC
atribuído pelo KAAS.

Tabela 5.8: Reanotação para sequências sem ECs

Código (BROAD) Nomes (em inglês)
PAAG_00121T0 pyruvate, water dikinase EC 2.7.9.2
PAAG_00173T0 short-chain acyl-CoA dehydrogenase EC 1.3.8.1
PAAG_00176T0 glycogenin glucosyltransferase EC 2.4.1.186
PAAG_00435T0 short-chain acyl-CoA dehydrogenase EC 1.3.8.1
PAAG_01222T0 short-chain acyl-CoA dehydrogenase EC 1.3.8.1
PAAG_01516T0 Putative uncharacterized protein Aspergillus niger EC=2.3.1.41
PAAG_01679T0 oleoyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase EC 3.1.2.14
PAAG_01790T0 glycogenin glucosyltransferase EC 2.4.1.186
PAAG_01883T0 oleoyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase EC 3.1.2.14
PAAG_02512T0 Phenylpyruvate decarboxylase EC 4.1.1.43
PAAG_02691T0 enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific) EC 1.3.1.10
PAAG_02977T0 oleoyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase EC 3.1.2.14
PAAG_03067T0 short-chain acyl-CoA dehydrogenase EC 1.3.8.1
PAAG_03490T0 short-chain acyl-CoA dehydrogenase EC 1.3.8.1
PAAG_03500T0 oleoyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase EC 3.1.2.14 ou

enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific) EC 1.3.1.10
PAAG_04181T0 enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific) EC 1.3.1.10
PAAG_04787T0 enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific) EC 1.3.1.10
PAAG_04897T0 oleoyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase EC 3.1.2.14
PAAG_05064T0 pyruvate, water dikinase EC 2.7.9.2
PAAG_05359T0 Kynurenine/alpha-aminoadipate aminotransferase

mitochondrial, putative) OS=Candida dubliniensis EC 2.6.1.39
PAAG_05376T0 enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific) EC 1.3.1.10 ou

short-chain acyl-CoA dehydrogenase EC 1.3.8.1
PAAG_05416T0 oleoyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase EC 3.1.2.14 ou

enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific) EC 1.3.1.10
PAAG_05482T0 short-chain acyl-CoA dehydrogenase EC 1.3.8.1
PAAG_05644T0 short-chain acyl-CoA dehydrogenase EC 1.3.8.1
PAAG_05782T0 short-chain acyl-CoA dehydrogenase EC 1.3.8.1
PAAG_05810T0 pyruvate, water dikinase EC 2.7.9.2
PAAG_05989T0 oleoyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase EC 3.1.2.14 ou

enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific) EC 1.3.1.10
PAAG_06016T0 oleoyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase EC 3.1.2.14 ou

enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific) EC 1.3.1.10
PAAG_06032T0 enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific) EC 1.3.1.10 ou

short-chain acyl-CoA dehydrogenase EC 1.3.8.1
PAAG_06110T0 enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific) EC 1.3.1.10
PAAG_06135T0 enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific) EC 1.3.1.10
PAAG_06406T0 oleoyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase EC 3.1.2.14
PAAG_06866T0 tryptophan 2,3-dioxygenase EC 1.13.11.11
PAAG_07139T0 pyruvate, water dikinase EC 2.7.9.2
PAAG_07631T0 enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific) EC 1.3.1.10
PAAG_07665T0 oleoyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase EC 3.1.2.14 ou

enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific) EC 1.3.1.10
PAAG_07697T0 enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific) EC 1.3.1.10
PAAG_07698T0 oleoyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase EC 3.1.2.14 ou

enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific) EC 1.3.1.10
PAAG_07721T0 enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific) EC 1.3.1.10
PAAG_08125T0 enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific) EC 1.3.1.10
PAAG_08320T0 oleoyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase EC 3.1.2.14 ou

enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific) EC 1.3.1.10
PAAG_08527T0 oleoyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase EC 3.1.2.14 ou

enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific) EC 1.3.1.10 ou
short-chain acyl-CoA dehydrogenase EC 1.3.8.1

PAAG_08981T0 oleoyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase EC 3.1.2.14
PAAG_09046T0 oleoyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase EC 3.1.2.14
PAAG_00230T0 Cytochrome P450 4A22 EC: 1.14.15.3
PAAG_00293T0 Fatty acid synthase EC: 2.3.1.41 ou

enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADPH, B-specific) EC 1.3.1.10 ou
Fatty acid synthase EC: 2.3.1.41

PAAG_00629T0 Phthiocerol synthesis polyketide synthase type I PpsC EC: 2.3.1.41
PAAG_01377T0 Glucokinase-1 EC: 2.7.1.2
PAAG_01378T0 Cytochrome P450 4A10 EC: 1.14.15.3
PAAG_02470T0 D-lactate dehydrogenase EC: 1.1.1.28
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Código (BROAD) Nomes (em inglês)
PAAG_02752T0 D-lactate dehydrogenase EC: 1.1.1.28
PAAG_03723T0 Cytochrome P450 4A11 EC: 1.14.15.3
PAAG_03766T0 Probable sulfite oxidase, mitochondrial EC: 1.8.3.1
PAAG_03914T0 Glucokinase EC: 2.7.1.2
PAAG_04963T0 Peroxisomal multifunctional enzyme A EC: 1.1.1.35
PAAG_05218T0 Fatty acid oxidation complex subunit alpha EC: 1.1.1.35
PAAG_05291T0 Fatty acid oxidation complex subunit alpha EC: 1.1.1.35
PAAG_05321T0 Probable sulfite oxidase, mitochondrial EC: 1.8.3.1
PAAG_06064T0 Cytochrome P450 4A14 EC: 1.14.15.3
PAAG_06402T0 Cytochrome P450 4A24 EC: 1.14.15.3
PAAG_07263T0 Cytochrome P450 4A22 EC: 1.14.15.3
PAAG_07727T0 Sulfite oxidase, mitochondrial EC: 1.8.3.1
PAAG_07811T0 Sulfite oxidase EC: 1.8.3.1
PAAG_08057T0 Cytochrome c oxidase polypeptide 5, mitochondrial EC: 1.9.3.1
PAAG_09015T0 Cytochrome P450 4A10 EC: 1.14.15.3

Resumo das vias do metabolismo primário identificadas

• Síntese/degradação de carboidratos

– Glicólise
– Gluconeogênese
– Ciclo do ácido tricarboxílico
– Síntese/degradação de glicogênio
– Via das pentoses-fosfato

• Síntese/degradação de lipídios

– Dos sete ECs que compõem o complexo fatty acid synthase,foram identi-
ficados quatro (2.3.1.39, 1.1.1.100, 1.3.1.10 e 3.1.2.14), e três não foram
identificados (2.3.1.38, 2.3.1.41 e 4.2.1.59).

– β-oxidação, completa para ácidos graxos saturados com número par de
carbonos.

• Síntese/degradação de aminoácidos

– Na síntese, foram identificadas 15 vias completas, três incompletas (glu-
tamina, triptofano e lisina) e duas não foram identificadas (tirosina e
metionina).

– Na degradação, foram identificadas 13 vias completas, cinco incompletas
(metionina, triptofano, isoleucina, lisina e fenilalanina) e duas não foram
identificadas (glicina e histidina).

• Síntese/degradação de nucleotídeos e nucleosídeos

– Na síntese, foram identificadas 6 vias completas e quase completas (5-
aminoimidazole ribonucleotide biosynthesis I, adenine and adenosine sal-
vage I, adenine and adenosine salvage III, adenine and adenosine sal-
vage VI, inosine-5’-phosphate biosynthesis II, uridine-5’-phosphate biosyn-
thesis).
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– Na degradação foram identificadas 6 vias completas e quase completas
(adenosine nucleotides degradation II guanosine nucleotides degradation
II purine ribonucleosides degradation to ribose-1-phosphate pyrimidine
ribonucleosides degradation II S-methyl-5’-thioadenosine degradation II
urate biosynthesis/inosine 5’-phosphate degradation).

• Fosforilação oxidativa: Identificada completamente observando-se que o pro-
cesso de carreamento de elétrons não foi detalhado.

• Fermentação: Foi identificada a via de oxidação de piruvato para etanol.

5.2.2 Metabolismo secundário
O metabolismo secundário não é essencial para a sobrevivência de um organismo,
mas pode contribuir para a adaptação e/ou sobrevivência desse organismo em um
ambiente. Como exemplo, a produção de antibióticos por fungos não é necessari-
amente essencial para a sobrevivência destes, no entanto, aumenta as chances de
sobrevivência ao eliminar possíveis organismos concorrentes. A síntese de toxi-
nas também é um exemplo de metabolismo secundário, não sendo essencial para
a sobrevivência, mas permitindo a organismos multicelulares se defenderem de
ameaças.

A tabela 5.9 mostra as vias identificadas de metabolismo secundário do P. lutzii.

Tabela 5.9: Vias do metabolismo secundário.
Nomes (em inglês)

IAA biosynthesis Vit
1D-myo-inositol hexakisphosphate biosynthesis I (from Ins(1,4,5)P3)

acetaldehyde biosynthesis II
antheraxanthin and violaxanthin biosynthesis

beta-carboline biosynthesis
betaxanthin biosynthesis

betaxanthin biosynthesis (via dopamine)
camptothecin biosynthesis

D-myo-inositol (1,4,5)-trisphosphate biosynthesis
D-myo-inositol (1,4,5)-trisphosphate degradation

epoxysqualene biosynthesis
mevalonate pathway I

neurosporaxanthin biosynthesis
phenylethanol biosynthesis

1D-myo-inositol hexakisphosphate biosynthesis I (from Ins(1,4,5)P3)
betanidin degradation

DIMBOA-glucoside degradation
mannitol degradation I

N-acetylglucosamine degradation I
sorbitol degradation I
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5.2.3 Comparação com trabalhos anteriores
Em Felipe et al [32], uma visão geral do metabolismo de P. brasiliensis é apresen-
tada. De acordo com esse trabalho, P. brasiliensis é capaz de executar glicólise,
fosforilação oxidativa e fermentação para álcool, o mesmo tendo sido verificado em
nossos resultados. No entanto, tal trabalho apenas fornece 28 ECs diferencial-
mente expressos entre as duas formas do fungo, já nosso trabalho lista 857 ECs
referentes ao metabolismo geral do fungo.

Em Arraes et al [8], um estudo geral do metabolismo de P. brasiliensis é feito.
No caso do metabolismo de carboidratos, foram identificadas todas as enzimas das
vias da glicólise e gluconeogênese, enquanto uma enzima da gluconeogênese não
foi identificada em nosso projeto. A síntese de glicogênio foi completamente iden-
tificada em Arraes et al [8], enquanto no nosso trabalho, a enzima responsável
pela síntese do primer iniciador não foi identificada. Tanto a fosforilação oxidativa
quanto a síntese de ergosterol foram identificada em ambos os trabalhos. Refe-
rente ao metabolismo de aminoácidos, em nosso trabalho, três aminoácidos têm
vias incompletas, e as vias de síntese de dois aminoácidos não foram identificadas,
enquanto Arraes et al [8] afirmam que o P. brasiliensis é capaz de sintetizar todos
os aminoácidos exceto a asparagina, cuja via de síntese foi completamente iden-
tificada no nosso trabalho. Por fim, Arraes et al [8] mostram apenas 82 enzimas,
enquanto nosso projeto encontrou 857 enzimas.

Existem outros estudos sobre vias metabólicas específicas do gênero Paracoccid-
ioides [16, 34, 55, 68], que poderão ser incorporados à rede metabólica do P. lutzii
em trabalhos posteriores.
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Capítulo 6

Conclusão e trabalhos futuros

Neste trabalho, reconstruimos in silico uma primeira versão em larga escala da
rede metabólica do fungo Paracoccidioides lutzii e disponibilizamos uma página
com diversas informações sobre o fungo. Particularmente, identificamos vias me-
tabólicas do P. lutzii usando os bancos de dados do KEGG dos organismos Saccha-
romyces cerevisiae, Coccidioides immitis, Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidu-
lans e Escherichia coli, e o banco de dados Biocyc com os organismos S. cerevisiae
e E. coli. Além disso, completamos, pelo menos parcialmente, as vias identificadas
no Biocyc, usando sequências do P. lutzii não anotadas ou anotadas como proteí-
nas hipotéticas. Listas de enzimas, compostos, reações e compostos/reações foram
produzidas para o P. lutzii. Por fim, foi produzida uma rede metabólica usando
Pathway Tools. A página com as informações produzidas nesta dissertação estão
em www.biomol.unb.br/Pb01.

Tanto quanto sabemos, não existe uma rede metabólica produzida in silico em
larga escala. Utilizar FBA poderia ser uma estratégia para completar as vias além
do pathway hole filler usado neste trabalho. O metabolismo secundário deve ser
mais exaustivamente estudado, visando encontrar características específicas do P.
lutzii. Construir uma visualização espacial da rede para permitir interação com o
usuário poderia auxiliar o uso das informações pelos biólogos e permitir aprimorar
a rede metabólica do P. lutzii. Por fim, experimentos de bancada para confirmar
algumas predições para reações de vias metabólicas de interesse dos biólogos pode-
riam ser realizados.
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