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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS

Larissa Catharina Costa

Diante da necessidade de uma metodologia para buscar e avaliar a relevancia do
desenvolvimento de inibidores para enzimas especificas em um organismo patdégeno que
pudesse ser aplicada em sistemas hospedeiro-parasito em geral foram utilizados dois modelos;
um envolvendo um vertebrado, Homo sapiens, € um protozoario, Leishmania major, € 0 outro
envolvendo cinco espécies de plantas, Arabidopsis thaliana, Brassica rapa, Glycine max,
Jatropha curcas e Ricinnus communis, ¢ o fungo Fusarium oxysporum. Através de aplicagdes
de técnicas tradicionais de comparagdo de homologia de sequéncia por busca de similaridade e
modelagem de Markov, a metodologia caracteriza o tipo de especificidade enzimatica associado
aos alvos proteicos que podem ser considerados para o controle da leishmaniose e da podridao
radicular causadas por L. major e por F. oxysporum, respetivamente. Além disso, para predizer
computacionalmente os genes criticos através de simulagdes baseadas em restricdes da
producdo de biomassa utilizando a reconstru¢ao metabolica de F. oxysporum foi utilizada Flux
Balance Analysis, seguido de modelagem tridimensional dos genes criticos no caso de F.
oxysporum. A metodologia de busca por enzimas especificas permitiu de identificar 40 enzimas
estritamente especificas de L. major no seu sistema parasitario com H. sapiens, dentre essas ¢
podemos sugerir as enzimas esterol 24-C-metiltransferase, piruvato fosfato diquinase,
tripanotiona sintetase ¢ RNA-edi¢do ligase como alvos apropriados para o desenvolvimento de
farmacos para leishmaniose. Ao aplicar a mesma metodologia no modelo planta-fungo, foi
possivel identificar 30 enzimas especificas para F. oxysporum em relagdo as cinco espécies de
plantas estudadas. A modelagem por FBA permitiu identificar 39 enzimas de F. oxysporum,
criticas para a producdo de biomassa, cuja inibigdo teria potencialidade de desarticular a rede
metabolica do fungo in vivo, sendo que duas, FOF4G5 e FOFSB6 (consideradas como sendo
analogas com suas contrapartes em A. thaliana) seriam apropriada para o desenvolvimento de
inibidores especifico do fungo. Por tltimo, somente foi possivel modelar a estrutura 3D do par
de uma das enzimas consideradas criticas para a produgdo de biomassa pelo fungo F9F4GS5
(EC: 3.5.4.26), de F. oxysporum com seu respectivo par Q8GWP5 (EC: 3.5.4.26) em A.
thaliana. Portanto, a enzima de F. oxysporum, FI9F4GS5, pode ser considerada um alvo
apropriado a inibi¢d0 uma vez que estd envolvida no crescimento do fungo e regulacdo de
processos bioldgicos essencias.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN COMPUTATIONAL AND SYSTEMS BIOLOGY

Larissa Catharina Costa

In view of the need for a methodology to search for and evaluate the relevance of inhibitor
development for specific enzymes of a pathogenic organism that could be applied in host-
parasite systems, two models were used; one involving a vertebrate, Homo sapiens, and a
protozoa, Leishmania major, and the other involving five species of host plants, Arabidopsis
thaliana, Brassica rapa, Glycine max, Jatropha curcas and Ricinnus communis, and the fungus
Fusarium oxysporum. Through the application of traditional techniques of sequence homology
comparison by similarity search and Markov modeling, the methodology characterizes the type
of enzymatic specificity of protein targets that can be considered for the control of
Leishmaniasis and root rot caused by L. major and F. oxysporum, respectively. In addition, to
computationally predict critical genes through simulations based on biomass production
constraints using the metabolic reconstruction of F. oxysporum, Flux Balance Analysis and
three-dimensional modeling of critical fungal proteins were used in sequence. The methodology
of specific enzyme characterization allowed us to identify 40 strictly specific enzymes of L.
major in its parasitic association with H. sapiens, among which sterol 24-C-methyltransferase,
pyruvate phosphate dikinase, trypanothione synthase and RNA ligase could be considered as
suitable targets for the drug development for Leishmaniasis. When applying the same
methodology in the plant-fungus model, it was possible to identify 30 enzymes specific for F.
oxysporum in relation to the five species of plant hosts studied. FBA modeling allowed to
identify 39 enzymes of F. oxysporum, that are critical for biomass production, i.e., their
inhibition would have the potential to disarticulate the metabolic network of the fungus in vivo.
Among these 39 genes, two, FOF4G5 and FOFSB6, were considered analogous to their A.
thaliana counterparts. Finally, it was possible to model the 3D structure of only one pair
(FOF4G5 vs. Q8GWPS) of the analogous enzymes considered critical for the production of
biomass by F. oxysporum. Therefore, the enzyme, FOF4GS5, can be considered a suitable target
for F. oxysporum inhibition since it is involved in fungal growth as well as in the regulation of
essential biological processes.
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PREAMBULO

Este trabalho concentrou-se principalmente na avaliacdo de uma metodologia para
buscar e avaliar a relevancia do desenvolvimento de inibidores para alvos especificos de
um organismo patdégeno que pudesse ser aplicada em sistemas hospedeiro-parasito em

geral.

Em um primeiro passo, avaliamos as fontes de erro em uma ferramenta, AnEnPi,
desenvolvida na Fiocruz, com um modelo bem descrito e confiavel no plano da
anotacdo gendmica; tratou-se do sistema Homo sapiens vs. Leishmania major. Este
modelo permitiu dissecar as fontes de erro no ato de identificar enzimas especificas na
L. major em relagdo ao seu hospedeiro humano. Infelizmente, no tempo desta
experimentacao, nao havia uma reconstru¢do metabolica disponivel neste sistema,
assim, ndo foi possivel avaliar in silico como um método alternativo para entender se os
alvos especificos apontados pela investigacdo em L. major eram realmente promissores

para afetar o desempenho do parasito ao nivel celular.

Para testar a relevancia de propor enzimas especificas como alvos para
desenvolvimento de inibidores de patdogenos em sistemas hospedeiros-parasitos,
aplicamos a mesma metodologia de diagndstico de enzimas especificas desenvolidas em
H. sapiens vs. L. major em um sistema planta vs. fungo. Plantas e fungos tém
aproximadamente o mesmo intervalo de tempo evolutivo desde a divergéncia deles (1
bilhdo de anos) que os vertebrados e protozoarios o que faz a comparagao dos dois

sistemas relevante.

XXi



Escolhemos o sistema Arabidopsis thaliana vs. Fusarium oxysporum pelo fato de
A. thaliana ser um modelo para biologia molecular em plantas e F. oxysporum ser um

caso de importancia economica na agricultura.

Pouco ¢ ainda conhecido sobre as micoses humanas e a biologia molecular dos
sistemas hospedeiro-parasitos envolvendo humanos e fungos pode aprender muito dos
sistemas envolvendo plantas e fungos ja que estes sistemas sao investigados a décadas
em agricultura. No sistema planta vs. fungo, existia uma reconstru¢do metabdlica no
tempo desta experimentagdo, tanto para A. thaliana que para F. oxysporum, assim,
pudemos neste sistema avaliar a relevancia das enzimas especificas como alvos para

desenvolvimento de inibidores e também testar uma estratégia complementar.
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1.INTRODUCAO

1.1 Alvos em Sistemas Hospedeiro-Parasitos

O método para fazer com que um farmaco chegue ao mercado ¢ um processo de
longo prazo que custa bilhdes de dolares. Em 2014, o Tufts Center for the Study of Drug
Development estimou que o custo associado ao desenvolvimento e ao fornecimento de
um novo farmaco ao mercado aumentou quase 150% na ultima década. O custo agora €

estimado em $ 2.6 bilhdes de dolares (1,2).

Durante os processos de descoberta e desenvolvimento de medicamentos, a
probabilidade de uma falha na metodologia aplicada ¢ alta assim que 90% dos
medicamentos que entram em ensaios clinicos nao sdo aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) e ndao chegam ao mercado consumidor. Aproximadamente 75%
dos custos sdo devidos a falhas que ocorrem ao longo da descoberta de farmacos e

metodologias de desenho (1,3).

O projeto do genoma humano disponibilizou uma quantidade substancial de dados
de sequéncias que podem ser usados na busca de farmacos. Dentre os desafios da
gendmica funcional, um dos principais ¢ determinar os papéis dos genes (4). O
significado funcional de um gene pode ser estudado aos niveis dos genoma,
transcriptoma, proteoma e¢ metaboloma (5,6). No entanto, como muitos genes nao
parecem ser necessarios para a sobrevivéncia, a producdo de energia, os fluxos
metabodlicos ou o crescimento celular (4,6), a tarefa de determinar a funcdo do gene ¢é

muito mais complexa do que a simples determinagdo da expressao génica.

Uma descoberta relevante foi que a porcentagem de DNA (menos de 3% do

genoma) que codifica proteinas - aproximadamente 20.000 genes humanos - ¢ baixa
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(~1,5%). No entanto, analises mais recentes indicam que uma proporgao de até 80% do
genoma humano ¢ funcional, transcrita, e ligada a proteinas reguladoras, ou associada a

outras fun¢des bioquimicas (7).

O alvo de um farmaco ¢ uma biomolécula (s), normalmente ¢ uma proteina ou
uma enzima que se apresenta isolada ou complexada (8). Muitas proteinas sdo
consideradas possiveis alvos para intervengdes de firmacos que controlam doencgas
humanas. O niimero mais recente de alvos de farmacos foi estimado em centenas, com
base em uma andlise feita antes de 2007 (9,10). No entanto, o numero de proteinas que
podem funcionar como alvos terapéuticos ¢ substancialmente maior de acordo com o
site da base de dados DrugBank (http://www.drugbank.ca/). A versao atual deste banco
de dados (5.0.9) contém 10.500 entradas de medicamentos que estdo ligadas a 4.772
sequéncias de proteinas nao-redundantes (nr) (alvo de firmacos/enzima/transportador)
ligadas as entradas dos medicamentos (11). Santos et al. (2017) mapearam alvos
moleculares entre os quais os fairmacos aprovados atuam; neste estudo foi realizada a
curadoria de um total de 893 biomoléculas humanas, sendo 667 proteinas do genoma
humano provenientes de alvo de farmacos para doencas humanas derivadas de
patdgenos entre as quais os 1.578 farmacos foram obtidos da lista dos medicamentos

aprovados pela FDA — USA (12).

Uma proteina druggable ¢ aquela que possui sitio (s) que favorece (m) a interacao
com pequenas moléculas semelhantes a fAirmacos, sejam elas de origem endogena ou
exogéna e, portanto, contém um local de ligagdo (8,13,14). Espera-se que esses locais de
ligagdo tenham certas caracteristicas que permitam uma ligacdo especifica ao sitio de
alta afinidade pela molécula semelhante ao fdrmaco. Tal como acontece com todos os
alvos de farmacos, um potencial alvo de farmaco proteico deve estar relacionado a um

processo de doenca (9).



No tratamento de doencas infecciosas, o principal desafio ¢ projetar farmacos
seletivos que visam o patogeno sem prejudicar o paciente. Os esfor¢os concentrados
para a descoberta de fArmacos, através de parcerias publico-privadas, para as principais
doengas parasitarias de protozoarios do mundo em desenvolvimento - malaria,
leishmaniose e tripanossomiase - renovaram o interesse em desenvolver novos
medicamentos e vacinas que possam ser acessiveis para a populacdo afetada,

principalmente a populagdo pobre (15).

O processo de descoberta de farmacos se inicia com a busca de alvos que devem
preencher, no caso de doengas infecciosas, dois requisitos: (i) serem especificos, ou
seja, os alvos nao devem apresentar uma contraparte no hospedeiro humano que possa
dar origem a efeitos toxicos (16,17) e (ii) serem essencias para a sobrevivéncia do
parasito. Um farmaco que seja capaz de inativar uma proteina/enzima especifica de um
patogeno, provavelmente, € seguro para o seu hospedeiro. Entretanto, um farmaco que
seja capaz de inativar uma proteina/enzima que esteja presente tanto no patdogeno quanto

no hospedeiro podera causar efeitos toxicos no hospedeiro.

As proteinas homologas sdo aquelas que estdo presentes no patdgeno € no
hospedeiro e compartilham uma historia evolutiva comum, ou seja, descendem com
divergéncia de um gene ancestral comum. Na maioria das vezes, as proteinas
homologas possuem estruturas tridimensionais semelhantes. Em contrapartida, as
enzimas andlogas sdo o resultado de acontecimentos evolutivos independentes. Por
definicdo, essas enzimas sao resultantes da evolucdo convergente de proteinas
independentes, ou seja, elas ndo se originaram de um ancestral comum (ortélogos) (18).
Apesar de possuirem a mesma fungdo enzimdtica, as enzimas analogas ndo tem
similaridade de sequéncia primaria e normalmente ndo possuem similaridade estrutural

(18,19).



O metabolismo dos patdégenos explora fornecimento de energia para sobrevivéncia
e proliferacdo, o que torna as enzimas metabodlicas uma excelente oportunidade para
alvos no desenvolvimento de farmacos (17). Contudo, os patdgenos eucariotos tendem a
ter semelhangas bioquimicas com as células do hospedeiro. Nesses casos, talvez seja
necessario deixar de lado o critério da especificidade e considerar os alvos de farmacos
que fazem parte de vias que também ocorrem no hospedeiro e que até mesmo possam
ser essenciais. Nestes casos, se pode privilegiar uma forma de especificidade baseada
em diferenca de expressdo entre o parasito € o seu hospedeiro para o alvo considerado,
na tentativa de minimizar os efeitos colaterais adversos do inibidor para o hospedeiro ou

até buscar alvos em vias de sinalizacdo (17).

Uma forma de avaliar a essencialidade de uma enzima alvo ¢ através de
experimentos que inibem genes ou experimentos in silico usando modelos metabolicos
em escala gendmica (20) o que permite a identificacdo de alvos que sdo essenciais para

o patdgeno, mas ndo para o hospedeiro (21).

Em vias de sinalizacdo, varios métodos para avaliagdo da essencialidade de uma
proteina alvo ja foram descritos: (i) assinatura de pares de sequéncia (22), (ii) perfis de
dominios proteicos (23,24), e (iii) homologia de sequéncias (25). Os mais robustos
integram uma série de tipos de dados gendomicos, como a expressdo génica e o fendtipo
knockout, e utilizam estruturas sofisticadas de aprendizado de maquina, como redes
bayesianas (26), arvores de decisdo (27), florestas randomicas e maquinas de vetor de

suporte (28) para predizer a interagdes proteina-proteina.

Além disso, outros tipos de ferramentas para a descoberta de inibidores assistida
por computador, ou seja, in silico, podem atuar como um atalho virtual auxiliando na

expedi¢do deste longo processo e potencialmente reduzindo o custo de pesquisa e
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desenvolvimento. As tecnologias de descoberta de inibidores auxiliadas por computador
sdo ferramentas poderosas que podem reduzir o nimero de ligantes que precisam ser
rastreados em ensaios experimentais. Experimentos computacionais nao s6 reduzem o
custo associado a descoberta de medicamentos ou de defensivos agricolas, assegurando
que o melhor composto seja utilizado em ensaios in vitro e in vivo, mas também podem
reduzir o tempo necessario para que uma molécula ativa (lead) atinja o mercado

consumidor (29).

As metodologias baseadas no atracamento virtual de um ligante no alvo proteico
assistido por computador podem ser classificadas em dois grupos: baseada em estrutura
e baseada em ligante. Os métodos baseados em estrutura requerem que a informagao
tridimensional (3D) do alvo seja conhecida. J& os métodos baseados em ligantes sdo
usados quando a estrutura 3D do alvo ndo ¢ conhecida. Eles usam informagdes sobre as
moléculas que se ligam ao alvo de interesse. Os acessos sdo identificados, filtrados e
otimizados para obter potenciais candidatos a medicamentos que serdo testados

experimentalmente in vitro (29).

A descoberta de leads baseadas no encaixe in silico de inibidores em modelos de
estruturas 3D dos alvos proteicos provou ser de grande valor nos processos de desenho
racional de moléculas para o controle fisiologico de seres vivos, bem como na triagem
de inibidores. O atracamento molecular in silico pode permitir uma economia
substancial no custo e tempo envolvidos no processo de liberagdo de medicamentos

(30).



1.2 Bioinformatica

De acordo com a definicdio do dicionario Oxford English Dictionary, a
bioinformatica conceitualiza a biologia em termos de moléculas (no sentido da quimica
fisica) e aplica "técnicas de informatica" (derivadas de disciplinas tais como matematica
aplicada, ciéncia da computagdo e estatistica) para entender e organizar a informacao
associada a essas moléculas, em grande escala. Em resumo, a bioinformatica ¢ um
sistema de informagdo gerencial para biologia molecular e tem muitas aplicagdes

praticas.

No inicio dos anos 1980, os métodos de sequenciamento de DNA se tornaram
amplamente disponiveis para a comunidade cientifica, logo houve um crescimento
exponencial de dados moleculares de sequéncias. Como consequéncia, os resultados
gerados se acumularam em diversos bancos de dados e métodos computacionais, como
algoritmos que visavam a busca por similaridade de sequéncias assim que predi¢ao de
estruturas e funcdo destas, foram desenvolvidos para que estes dados pudessem ser

recuperados e analisados (31).

A grande quantidade de dados que foi gerada levou a adocdo precoce de
ferramentas para analises automatizadas nao supervisionadas de dados biologicos em
meados da década de 1990 dando origem a um novo campo, a bioinformatica, que

combina elementos de biologia e ciéncia da computagao (32-34).

Dentre os objetivos da bioinformatica estdo os (i) de organizar os dados de forma
a permitir que os pesquisadores acessem informagdes existentes € apresentem novas

entradas a medida que sdo produzidas; (ii) de desenvolver ferramentas e recursos para



ajudar na analise de dados; (iii) de usar ferramentas disponiveis para analisar os dados e

e (iv) interpretar os resultados de forma biologicamente significativa (34).

1.2.1 Genomica Funcional

De acordo com a definicdo proposta por Benner e Gaucher (2001) a genomica
funcional ¢ o campo que utiliza ferramentas computacionais para inferir a fungao
biologica a partir de sequéncias gendmicas suplementadas com experimentos
conduzidos, em parte, por hipdteses geradas a partir da analise de sequéncia gendmica
(35). Em outras palavras, ela retine dados de transcritos de genes, proteinas e
metabolitos para responder a questdo colocada por todos os projetos de andlise de

sequenciamento do genoma: qual ¢ a fun¢do bioldgica de cada gene? (36).

Dentre as ferramentas utilizadas em gendmica funcional, a ferramenta AnEnPi
(37) (Analogous Enzymes Pipeline, http://anenpi.fiocruz.br/), utilizando sequéncias
armazenadas no banco de dados do Kyofo Encyclopedia of Genes and Genomes (38)
(KEGG), implementa uma série de algoritmos que executam as seguintes tarefas: (i) o
agrupamento de sequéncias de proteinas por homologia utilizando o Basic Local
Alignment Search Tool (39) (BLAST); (ii) a classificagdo de sequéncias em diferentes
grupos homoélogos como enzimas andlogas quando t€ém a mesma fun¢do enzimatica, isto
¢, Enzyme Commission Number (18) (EC); (iii) a deteccdo de enzimas especificas; (iv) a
anotacdo de fungdes de proteinas usando BLAST ou HMMER (40); e (v) a geracao de

mapas metabolicos usando as ferramentas fornecidas pelo KEGG PATHWAY.



1.3 Selecido do Modelo Hospedeiro — Parasito

No Brasil, nove das dez doengas tropicais negligenciadas estabelecidas pela
Organizagdo Mundial da Saide (OMS) estdo presentes no pais (41). Diante das
inimeras doencas infecciosas que assolam a populagdo mundial, a Leishmaniose ¢
considerada um grave problema de saude. Esta doenga ¢ classificada com base no painel
do TDR Research and Training in Tropical Diseases (TDR) / Organizacdo Mundial da
Satde na categoria um que inclui as principais doengas tropicais negligenciadas que nao

estdo sob controle e estdo emergindo (42).

A relevancia da leishmaniose deve-se a (i) rapida urbanizacdo e expansdo de sua
area de transmissao, (ii) a elevada taxa de letalidade com cerca de 10,0% dos pacientes
infectados passando ao o6bito (43), (iii) e das dificuldades encontradas para seu controle
que estdo relacionadas a necessidade do diagndstico e tratamento precoce dos casos

humanos, principalmente no caso da leishmaniose visceral (LV), para evitar dbitos

(43,44).

Uma vez que o nimero de tecnologias 0micas (omics) estdo aumentando, estas
estdo sendo aplicadas as investigagdoes de determinantes do fendtipo da leishmaniose
(45), do modo de agdo dos medicamentos atuais (46), e da biologia do parasito
envolvido (47). Esses estudos melhoraram a compreensao da patogénese da doenga em
humanos e dos possiveis mecanismos de resisténcia a farmacos anti-leishmaniose. Sem
davida, as abordagens Omicas estao revelando detalhes das relagdes intimas entre
hospedeiros, parasitas e vetores. O desenvolvimento de novas ferramentas que sejam
capazes de refinar os conhecimentos promovera o desenvolvimento de novos meios de
controle (por exemplo, vacinas antivetores) que poderiam auxiliar a luta contra

leishmaniose (48).



1.3.1 Modelo H. sapiens — L. major

1.3.1.1 H. sapiens

O Projeto Genoma Humano (49-51) foi provavelmente um dos empreendimentos
cientificos mais ambiciosos até o momento e providenciou as primeiras pegas para
desenvolver modelos para prever respostas de células a desafios especificos e, em
particular, doencgas (52). Porém, apesar do imenso progresso desde o sequenciamento do
primeiro genoma humano h4 mais de 10 anos, hd ainda muito que aprender sobre o

genoma humano (53,54).

Apenas 1,5% do genoma humano, cerca de 45 Mbp, codifica as sequéncias de
proteinas de genes cléassicos, sendo que existem aproximadamente 22.000 genes no
genoma humano, a maioria codificando uma proteina. No entanto, ¢ possivel observar
que aparentemente existem milhares de genes que ndo codificam proteinas, mas
possuem uma fun¢do no RNA transcrito e processado, por exemplo, genes microRNA

(miRNA), genes RNA ribossomicos e RNA nao-codificadores longos intergénicos (55).

O transcriptoma ¢ definido como o conjunto de todas as moléculas de RNA que
estdo presentes em uma determinada célula em um determinado momento. Estima-se
que existem aproximadamente 300.000 moléculas de mRNA numa célula. Dos 22.000
genes existentes em nosso genoma, somente de 6.000 a 8.000 sdo expressos em niveis

significantes em células diferenciadas (56).

O exoma ¢ definido como a sequéncia de DNA combinada de todos os éxons de
genes codificadores de proteinas € RNA no genoma. Diferentemente do transcriptoma

que compreende todas as moléculas de RNA em uma determinada célula, de modo que
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varia entre tipos celulares, o exoma ¢ idéntico para todas as células de um organismo

(57).

Com o desenvolvimento e inser¢ao de técnicas de sequenciamento de alta vazao
para DNA e RNA, a analise dos genomas e transcriptomas tem sido possivel a uma
velocidade e custo razoaveis. Isto € em parte devido a natureza do DNA e RNA, que sdo
constituidos por moléculas de apenas quatro componentes, os nucledtidos, que sdo
facilmente amplificaveis pelas polimerases. No entanto, em relagdo a andlise de
proteomas, estas sdo mais delicadas, pois os 20 aminoacidos possuem propriedades
fisico-quimicas bastante diferentes. Além disso, a abundancia de proteina pode diferir
em ordens de dez de grandeza em células e as modificacdes pos-translacionais de
proteinas, por exemplo, fosforilagdo e glicosilacdo, e interagcdes proteina-proteina sdo

altamente dindmicas no espago e no tempo (52).

1.3.1.2 L. major

A leishmaniose ¢ uma doenga transmitida pela picada de fémeas de flebotomineos
(Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) e causada por parasitos protozoarios
obrigatorios pertencentes ao género Leishmania (Trypanosomatidae). Atualmente,
existem 350 milhdes de pessoas em areas de risco e 12 milhdes de casos de infeccdes.
As areas de risco compreendem os locais onde a doenca ¢ endémica como areas dos
tropicos, subtropicais e da bacia do Mediterraneo, incluindo mais de 98 paises (58,59).
Entre as regides endémicas nos cinco continentes, hd uma incidéncia estimada de 0,7-
1,2 milhdes de casos de leishmaniose cutanea (LC) e 0,2-0,4 milhdes de casos de LV
nesses paises (58). Entretanto, a doenga se encontra ausente na Nova Zelandia e no

Pacifico Sul.
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Sdo considerados hospedeiros vertebrados, animais como canideos, roedores,
marsupiais, dassies e seres humanos. Existem aproximadamente 53 espécies de
Leishmania, isso sem considerar os sindnimos, nos cincos subgéneros e complexos:
Leishmania, Viannia, SauroLeishmania, complexo L. enriettii, € ParaLeishmania; sendo
que destas 31 espécies sdo conhecidas por serem parasitos de mamiferos e 20 espécies

sdo0 patogénicas de humanos (59).

Em humanos, de acordo com a espécie dos parasitos, Leishmania pode causar trés
tipos diferentes de manifestacdo da doenca: LV, LC, e leishmaniose mucocutanea
(LMC). Existem outras formas da doenga que incluem leishmaniose cutinea difusa
(LCD) e leishmaniose dérmica pds-calazar (LDPC) que muitas vezes estdo ligadas ao
status de imunidade do hospedeiro (60). A forma mais comum da doenca ¢ a
leishmaniose cutinea e Afeganistdo, Argélia, Coldombia, Brasil, Ira, Siria, Etidpia, Sudao
do Norte, Costa Rica e Peru representam juntos 70% a 75% da incidéncia global
estimada de casos de LC. Em relacdo aos casos de leishmaniose visceral, India,
Bangladesh, Sudao, Sudao do Sul, Brasil e Etiopia det€ém mais de 90% do total de todos

os casos (58).

Os antimoniais pentavalentes sdo a primeira linha de tratamento padrdo, mas o
surgimento de resisténcia e toxicidade a eles limitou sua utilidade (61). Os
medicamentos incluem: (i) anfotericina B na sua forma livre ou lipossomal, uma
combinagdo de antimoniais pentavalentes e paromomicina, ¢ miltefosina, para a forma

visceral e (i1) paromomicina, fluconazol ou pentamidina, para a forma cutanea (62).

Em relagdo ao mecanismo de agdo, a anfotericina B na formulagao lipossomal se
liga ao ergosterol, que ¢ o principal esterol em membranas celulares fungicas e de

Leishmania (63), o que resulta em uma mudanca na permeabilidade da membrana,
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promovendo vazamentos de ions monovalentes, distiirbios metabolicos e morte celular.
O medicamento AmBisome, formulagdo comercial, é caro, o que dificulta o uso em

grande escala nos paises em desenvolvimento.

O efeito dos antimoniais pentavalentes € pleiotropico, pois eles podem atuar (i)
como um pré-farmaco que se converte em antimonio trivalente ativo e mais toxico, (ii)
diretamente em alvos moleculares no metabolismo redox do tiol (64), como a

tripanotiona e a glutationa (65), e (iii) através de tiois e ribonucledsidos (66).

A paromomicina ¢ um antibiotico que foi proposto para sucessivamente (i) se unir
as proteinas da haste paraflagelar e a proibitina, (ii) ser internalizada por endocitose, e

(iii) interagir com uma adenosina trifosfatase (ATPase) tipo P (H") (67).

A miltefosina ¢ um fosfolipido de alquilo cujo mecanismo de agdo ¢ inibir o
metabolismo dos fosfolipidios, diminuindo a fosfatidilcolina e aumentando a fosfo-
etanol-etanolamina (68) com a consequéncia da indu¢do da morte celular por apoptose

(69).

A anfotericina B, os antimoniais pentavalentes, paromomicina e miltefosina
induzem efeitos colaterais nocivos e possuem eficacia varidvel no tratamento da
leishmaniose, dependendo da localizagdo geografica. Um tratamento combinado tem as
potenciais vantagens de reduzir a duragdo do tratamento, reduzir a dose global de
medicamentos e reduzir a probabilidade de selecdo de parasitas resistentes aos

medicamentos (70).

As infecgdes causadas por Leishmania estdo se tornando grandes problemas de
saude publica em escala global. Muitas espécies de Leishmania em todo o mundo estio

obtendo elevados niveis de resisténcia, conforme estimado pelo World Health
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Organization (WHO) (70). O arsenal de farmacos disponiveis para o tratamento de
infecgcdes por Leishmania ¢ limitado e existem alguns outros farmacos em varios
estagios do processo de desenvolvimento (71). Entretanto, as espécies de Leishmania
que possuem resisténcia sdo relativamente dificeis de observar e manter em ambientes

de laboratorio (72).

Como o repertorio atual de farmacos ¢ limitado e o aumento da resisténcia contra
os medicamentos tem sido uma grande preocupacdo, ¢ necessario identificar novos
alvos para o desenvolvimento de novos farmacos. As sequéncias do genoma de L.
major revelaram imensa quantidade de informagdo e deram a oportunidade de buscar
alvos de inibidores exclusivos desse parasito. A utilizacdo da informagao para criar uma
molécula de farmaco candidato requer a combinagao de toda a tecnologia e a utilizagdo
de uma abordagem multidisciplinar, desde a caracterizagdo da proteina alvo até a

triagem de compostos (61).

1.3.2 H. sapiens — Leishmania: interacio hospedeiro — parasito

Os parasitos pertencentes ao género Leishmania executam os seus ciclos de vida
em dois hospedeiros: flebotomineos e mamiferos. Quando um flebotomineo infectado
faz seu repasto sanguineo em mamiferos, ele injeta as formas promastigotas na pele do
hospedeiro. E essas formas promastigotas sdo fagocitadas por células fagociticas, como
macrofagos, neutrofilos e células dendriticas (CD). Dentro dos macrofagos, as formas
promastigotas se diferenciam em amastigotas, que sdo as formas proliferativas de
Leishmania. Os parasitos na forma amastigota proliferam nos macréfagos do tecido e
migram para outros macroéfagos dependendo de fatores bioquimicos do parasito e do

hospedeiro (73). Na LC, a infec¢do ¢ normalmente limitada a pele e ao sistema linfatico,
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porém esta pode evoluir para a infeccdo de tecidos mais profundo, caracterizando a
LCD ou ainda invadir as mucosas levando ao quadro de LMC. O ciclo de vida s6 ¢
considerado completo quando o mosquito se alimenta perto das lesdes da pele e durante
seu repasto suga as formas amastigotas que vao para o seu intestino médio, onde

posteriormente se diferenciam em formas promastigotas (74—77).

Assim como em outras infecgdes, a resposta imune a LC depende de muitos
fatores do hospedeiro, bem como de diferencas entre as espécies infectantes de
Leishmania (77). Em camundongos, infec¢des experimentais exibem espectro de
apresentacdes clinicas dependendo da cepa do camundongo e da espécie infecciosa do

parasito ou da cepa do parasito que foi utilizada (78-85).

Em pacientes com leishmaniose, o espectro imunoldgico observado varia desde
individuos com wuma resposta forte de células T, caracterizada por uma
hipersensibilidade do tipo tardia (HTT) e altos niveis de interferon-y (IFN-y), a
individuos que ndo possuem resposta HTT, mas podem apresentar niveis elevados de

anticorpos (86).

Leishmania spp. sdo mortos por macrofagos ativados pelo IFN-y e ndo sdo
neutralizados por anticorpos, os individuos que apresentam uma HTT forte t€m poucos
parasitos em suas lesdes, enquanto aqueles com apenas uma resposta humoral sdo
incapazes de controlar a carga parasitaria (86,87). Logo, pacientes ausentes de uma
resposta de células T apresentam a forma LCD como consequéncia da doenga. Além
disso, pacientes com uma resposta imune exagerada também desenvolvem um outro
fenotipo de doenca grave conhecido como LMC, que ¢ impulsionada pela

imunopatologia. E entre estes extremos estdo os pacientes que desenvolvem lesdes que
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podem se auto curar ou tornar-se cronicas, com niveis intermediarios de respostas de

células T e anticorpos (88).

Para o controle de qualquer doenga infecciosa, um meio que pode ser utilizado ¢ a
vacinacdo. Como outras doencas infecciosas, a leishmaniose também deve ser
controlada pela vacinacdo. Entretanto, atualmente ndo ha vacinas aprovadas para uso
geral; no entanto, varias pesquisas e desenvolvimentos neste sentido ainda se encontram
em andamento. Até o momento, foram propostas numerosas tentativas de
desenvolvimento de uma vacina bem-sucedida contra a leishmaniose e existem varios
tipos de vacinas candidatas, mas principalmente profilaticas. As vacinas para a
profilaxia da leishmaniose, que estdo em fase de desenvolvimento, podem ser divididas
em trés categorias: (i) vacinas vivas atenuadas de Leishmania, incluindo novas cepas
geneticamente modificadas; (ii) vacinas contendo os parasitos mortos, constituidas pela
Leishmania inteira morte ou por fragdes do parasito; e (iii) vacinas definidas, por

exemplo, proteinas recombinantes, vacinas de DNA (89).

Embora nos ultimos anos um grande grupo de pesquisadores tenha concentrado
seus esforgos nesta questdo, apenas trés vacinas candidatas foram para ensaios clinicos,
at¢ o momento: (i) vacina contendo os parasitos mortos no Brasil para imunoterapia
humana; (ii) vacina com parasitos vivos, porém atenuados para humanos no

Uzbequistdo; e (iii) vacina de segunda geragdo para profilaxia de cdes no Brasil (90).

Como as vacinas eficazes contra a leishmaniose estdo ainda em desenvolvimento,
as medidas de controle atuais dependem exclusivamente da quimioterapia para tratar a
populagdo. E uma vez que os antimoniais sdo nocivos e apresentam elevada resisténcia,
¢ necessario identificar novos alvos de farmacos que sejam exclusivos desses parasitos.

A nossa estratégia foi de buscar alvos principalmente em caminhos metabolicos que
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sejam essenciais € que possam ser usados para o desenvolvimento de farmacos em

Leishmania.

1.4 Selecio Modelo Planta — Fungo

A planta Arabidopsis thaliana ¢ uma dicotiledonea que ¢ utilizada como modelo
para diversas pesquisas cientificas (91). Devido a este fato, existem diversos bancos de
dados online contendo informagdes relacionadas a dados genéticos e de biologia
molecular da planta, entre ele o The Arabidopsis Information Resource (TAIR) (92).
Devido ao seu genoma de tamanho pequeno, facilidade experimental e tempo de
geracao curto A. thaliana foi escolhida como organismo modelo para pesquisas em

biologia molecular e genética de plantas (93,94).

Os fungos causam doencas em plantas que destroem e contaminam a cada ano
uma significante proporc¢ao da produgdo agricola global, o que os tornam a classe mais
agressiva de patdgenos de plantas (95,96). O F. oxysporum ¢ um fungo transmitido pelo
solo agente causal da murcha vascular, uma doenca que afeta uma grande variedade de
culturas economicamente importantes em todo o mundo (97). Além de sua atividade
bem estudada como patdgeno vegetal, F. oxysporum € conhecido como um importante
patogeno emergente de humanos devido ao nimero crescente de casos graves relatados

e a sua ampla resisténcia aos medicamentos antifingicos disponiveis (98,99).

De acordo com Vartivarian et al. (1993) (100); Ponton et al. (2000) (101); Nucci e
Anaissie (2002) (102) a fusariose humana foi a causa mais frequente de infec¢des
fingicas invasivas (sist€émicas) em pacientes imunocomprometidos, frequentemente

com resultados letais na década de 2000 (103). Entretanto, as infec¢des causadas podem
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variar de uma invasdo superficial ou localmente disseminada, dependendo do estado

imunologico do hospedeiro (104).

Em um estudo realizado em 9 centros de transplantes, fungemia e manifesta¢des
cutaneas foram relatadas em 44% e 75% dos casos de fusariose, respectivamente (105).
As espécies mais frequentes que sdo associadas a causa de doengas em humanos sao F.
solani, F. oxysporum, e F. moniliforme (105—-107). Sendo que as espécies de Fusarium
parecem ser resistentes in vitro durante a terapia com anfotericina B em novas infecdes;
as espécies de Fusarium também parecem ter resisténcia in vitro aos triazoles (105). A
taxa de mortalidade dos pacientes geralmente excede 80% aos 90 dias apds o inicio da

infec¢do (105,107).

Em pacientes oncologicos e hematoldgicos, especialmente aqueles com periodos
prolongados de neutropenia, a doenga pode ser recorrente (108). Porém, ndo ha
consenso quanto ao melhor tratamento (109). Contudo a partir da década de 1990, a
ocorréncia de fusariose em pacientes infantis e adultos oncologicos tem sido bastante

relatada (98,110-117).

Dada a dupla capacidade de causar doencas tanto nas plantas quanto nos seres
humanos, F. oxysporum poderia servir de modelo universal para o estudo dos

mecanismos de viruléncia fingica (118,119).
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1.4.1 Modelo A. thaliana — F. oxysporum

1.4.1.1 A. thaliana

O género Arabidopsis compreende nove espécies de plantas de pequeno porte
pertencentes & familia Brassicaceae nativas da Eurasia, Africa do Norte ¢ América do
Norte (120,121). Como espécies do género Arabidopsis podemos citar: Arabidopsis
arenosa, Arabidopsis cebennensis, Arabidopsis croatica, Arabidopsis halleri,
Arabidopsis lyrata, Arabidopsis neglecta, Arabidopsis pedemontana, Arabidopsis

suecica e A. thaliana.

Dentre as espécies pertencentes ao género, A. thaliana tornou-se o sistema modelo
de planta preeminente em biologia vegetal por causa de seu genoma pequeno, ciclo de
vida curto, biologia pratica e acessibilidade a andlise genética (122—-124). Ainda, pelo
fato de ter menor genoma conhecido em angiosperma, tornou-se o organismo de eleicao
para uma ampla gama de estudos em plantas (125), ndo s6 para a biologia da planta,
mas também para abordar questdes fundamentais de estrutura e fungdo bioldgica

comum a todos os eucariontes (126).

E proposto que A. thaliana tenha sido originada na Asia Central e se propagou por
toda a Eurésia. Durante a ultima glaciagdo, 4. thaliana foi confinada ao limite sul do
seu centro de origem, e depois do recuo do gelo, grande parte da Europa foi
recolonizada por diferentes populagdes, resultando em padrdes de mistura complexos.
Hoje, A. thaliana est4 presente em todo o hemisfério norte, principalmente em regides
de clima temperado, desde as montanhas do Norte da Africa até o Circulo Artico. Como
muitas outras plantas Europeias, ela também invadiu a América do Norte, a maioria

provavelmente durante tempos historicos (125,127-131).
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A ascendéncia de 4. thaliana em se tornar uma das espécies mais populares na
investigacao basica de plantas (132), apesar de sua falta de valor economico, ¢ devido a
sua genética favoravel e ao seu ciclo reprodutivo de apenas trés semanas. A planta
possui um genoma dipldide de apenas 125 a 150 Mb distribuido ao longo de cinco
cromossomos, com cerca de 26.000 genes codificadores de proteinas (The Arabidopsis
Genome Initiative, 2000). A facilidade com que ela pode ser transformada de forma

estavel excede a de qualquer outra angiosperma (93).

A. thaliana foi a primeira espécie de plantas com genoma sequenciado. Esta
sequéncia inicial era de uma tUnica estirpe homozigota (acesso) e foi de qualidade muito
alta com cada cromossomo representado por apenas dois contigs, um para cada braco
(The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Além de andlises funcionais, os 120 Mb da
sequéncia de referéncia do acesso da Columbia (Col-0) provou ser um beneficio para
genética evolutiva e ecologica. Uma vantagem particular a este respeito € que a espécie
¢ auto-fertilizada, e a maioria das cepas coletadas na natureza sdo homozigotas para
todo o genoma. Isto distingue A. thaliana de outros organismos modelo, como o rato ou
a mosca da fruta. Nestes sistemas, linhagens puras foram derivadas, mas elas nao

representam quaisquer individuos realmente encontrados na natureza (133).

As plantas com flores apareceram cerca de 100 milhdes de anos atras e a anatomia
floral em todas elas é relacionada e derivada de estruturas foliares. Na verdade, a
comparagdo do arroz com A. thaliana permitiu mostrar que os principais aspectos da

fisiologia da floragdo sdo altamente conservados entre monocotiledoneas e

dicotiledoneas (134).

As plantas em seu ambiente estdo constatemente expostas a uma infinidade de

microbios, incluindo aqueles que possuem um estilo de vida patogénico. Apesar desses
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encontros continuos com possiveis pragas microbianas, a colonizacdo bem-sucedida de
plantas por microrganismos patogénicos em habitats naturais geralmente ¢ rara. A falha
que muitos parasitos em potencial enfrentam na tentativa de colonizar diferentes
espécies de plantas demonstra a robustez dos sistemas imunologicos das plantas, cujos
mecanismos moleculares subjacentes foram largamente decifrados ao longo dos anos

(135,136).

Uma forma de defesa que a planta possui contra patdgenos ¢ através da
biossintese de metabolitos secundarios de baixo peso molecular que contribuem para a
restricdo do progresso da infecgcdo (137,138). Os metabolitos secundarios produzidos
pelas plantas constituem um grupo grande de compostos estruturalmente diversificados
que podem ser produzidos in planta a partir de varios metabdlitos primarios ou a partir
de seus intermedidrios biossintéticos, constitutivamente ou em resposta a diferentes

estimulos ambientais (139,140).

Os metabdlitos secundarios tém sido sugeridos de forma a contribuir para as
interagdes de plantas com outros organismos (141), e seus potencias envolvimento nas
respostas das plantas aos agentes patogénicos microbianos constitui as respostas imunes
das plantas mais estudadas (142). Entretanto, eles possuem distribui¢des restritas no
reino vegetal e ndo desempenham papéis considerados essenciais no crescimento € no

desenvolvimento da planta (143).

A planta A. thaliana produz um grande nimero de metabdlitos secundarios,
incluindo representantes de muitas das principais classes de metabolitos secundarios
encontrados no reino vegetal. Um total de 170 metabolitos secundarios foi agrupado em

sete principais classes: (i) Compostos de indol e indol-enxofre; (ii) Glucosinolatos; (iii)
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Fenilpropandides; (iv) Benzenodides; (v) Flavonoides; (vi) Terpenos; (vii) Derivados de

acidos graxos (143).

Em A. thaliana e em outras plantas pertencentes a familia Brassicaceae, o grupo
de metabolitos secundarios que normalmente ¢ considerado o mais caracteristico ¢ o
glucosinolato (144). Os terpenos constituem a maior classe de metabolitos secundarios
produzidos pelas plantas no reino vegetal, sendo que A. thaliana produz muitos
metabolitos secundarios pertencentes a este grupo, pois possui 32 genes
correspondentes a enzima terpeno sintase (145,146). Os compostos de benzendides sdo
derivados de fenilpropandides, os quais sdo a principal fonte de metabolitos secundarios
aromaticos nas plantas (143). A classe dos flavondides representa os membros mais
comuns dos policétides, que consistem de um grupo grande de metabolitos secundarios
muito tipicos de fungos e outros microrganismos. Em A. thaliana, os principais
compostos da classe dos flavondides sdo os flavonois (147,148), que protegem contra a
radiagdo UV-B (149-151). Ainda, 4. thaliana produz uma série de compostos indol e
indol-enxofre. Cinco dessas estruturas de compostos consistem em derivados de
triptofano, sendo estes presentes nas fracdes soltveis ou de paredes celulares de raizes e
folhas ou ainda, em exsudados radiculares (152—155). As plantas produzem uma
variedade de derivados de acidos graxos, entretanto, alguns compostos ndo possuem
funcdo associada ao crescimento e desenvolvimento da planta e com isso podem ser
associados como metabolitos secundarios. Em A. thaliana, podemos citar o

cicloheptadieno e aldeidos de cadeia longa como exemplos deste caso (156).
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1.4.1.2 F. oxysporum

O género Fusarium contém algumas das espécies de patdogenos de plantas mais
importantes que afetam economicamente e socialmente a agricultura e a horticultura a
nivel mundial consistindo em um dos patogenos de plantas flingicas mais
intensivamente estudados em diferentes aspectos: patogenicidade, genética
populacional, evolu¢do e gendmica (157-159). Este género possui caracteristica
cosmopolita e ¢ composto de fungos filamentosos pertencentes ao grupo dos
ascomicetos (Sordariomycetes: Hypocreales: Nectriaceae), com distribuicdo mundial
que inclui 300 espécies filogeneticamente diagnosticaveis (160), com diversos agentes
produtoras de toxinas, patogénicos de plantas de importancia agricola. Uma das
espécies mais relevantes do género que € responsavel por causar murcha vascular e
podriddo radicular em mais de 100 diferentes espécies de plantas de areas tropicais e
subtropicais € F. oxysporum (161). Dentre as plantas que sdo acometidas por fungos
pertencentes ao género Fusarium, podemos citar: Arabidopsis thaliana, Brassica rapa,
Cajanus cajan, Carica papaya, Glycine max, Gossypium raimondii, Jatropha curcas,
Linum usitatissimum, Lotus japonicus, Medicago truncatula, Populus trichocarpa,

Prunus persica, Ricinus communis, Solanum lycopersicum, Theobroma cacao (162).

Por causa da co-evolugdo do parasito com seus hospedeiros favorescendo o
desenvolvimento de caracteristicas especificas dos fungos na interagdo parasito-
hospedeiro perscetiveis em nivel gendmico, as espécies de F. oxysporum sao
subdivididas em formae speciales com base na sintomatologia, epidemiologia e
susceptibilidade de cultivo (163). Os isolados foram divididos em mais de 120
diferentes formae speciales de acordo com a sua gama de hospedeiros (164,165). As
formae speciales ainda podem ser subdivididas em ragas fisiologicas mostrando um

padrdo caracteristico de viruléncia em cultivares de hospedeiros diferenciais.
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Menos de 20% das espécies de Fusarium tém um ciclo sexuado conhecido. F.
oxysporum ¢ uma espécie anamorfica caracterizada por uma série de critérios
morfoldgicos, incluindo forma de macroconidios, estrutura de microconididforos e
formagdo e disposi¢do de clamidosporos. F. oxysporum, por exemplo, inicialmente
penetra nas raizes sem promover sintomas e, posteriormente, coloniza o tecido vascular
e provoca murchiddo macica, necrose e clorose na parte aérea da planta (166). Apos a
germinac¢do de conidios e antes da penetragdo na raiz, o fungo F. oxysporum forma um
micélio compacto sobre a superficie das raizes (167), provavelmente através de
hidrofobinas de superficie, uma classe de proteinas que tem sido implicada na aderéncia
de superficie fungica as raizes (168). A aderéncia do fungo a raiz ¢ um passo critico na
interagdo hospedeiro-parasito uma vez que fungos ndo patogénicos saprofitos aderem
mal as raizes e ndo penetram a rizoderme (169). O processo de penetragdo ocorre
preferencialmente na zona meristematica, diminui rapidamente de 40% para menor taxa
na zona de alongamento assim que na zona pilosa da raiz, e para zero na zona de
ramificacdo da raiz (167). Os exsudatos de raizes das plantas, na zona meristematica
parecem favorecer o crescimento do fungo e induzir a formagao de hifas de penetragdo.
A formagdo de hifas de penetragdo, por sua vez, induz a aposigdes de paredes em
células. Utilizando técnicas de imunologia e de microscopia eletronica, carboidratos da
parede celular de planta e glicoproteinas foram detectados nessas aposi¢des (167). No
tomate, a penetragdo das raizes por F. oxysporum ocorre sem a necessidade de estruturas
de infeccdo diferenciadas (170,171) através de aberturas naturais localizadas nas
jungdes das células da epiderme (172) e podem ser livremente classificadas como
hemibiotroficas, pois a infeccdo inicialmente se assemelha a de um patégeno que se
baseia em um hospedeiro vivo (biotréfica), mas eventualmente sofre transicdes para

matar e consumir células hospedeiras (necrotroficas) (173).
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Os metabolitos toxicos de Fusarium contribuem para a viruléncia nas plantas; a
fumonisina B1 foi apresentada agindo como um desencadeador potente da morte celular
programada em plantas, um mecanismo geralmente associado com a defesa contra
agentes patogé€nicos (174). Os tricotecenos sdo micotoxinas de F. oxysporum que
provavelmente agem através da inibicdo da tradug@o de proteinas e possuem atividades
eliciadoras que estimulam a defesa da planta e promovem a morte celular vegetal (175).
Enzimas degradadoras de paredes celulares podem ser importantes em, pelo menos,
duas fases fundamentais do desenvolvimento da doenga da murchiddo vascular;
primeiramente, durante a penetragdo das diferentes camadas do cortex da raiz para obter
acesso ao sistema vascular e, em segundo lugar, durante a colonizagdo do hospedeiro
por propagagdo ascendente através dos vasos do xilema. F. oxysporum sintetiza uma
sequéncia definida de enzimas de degradagcdo da parede celular extracelular, quando
entra em contato com a parede da célula hospedeira (176), que sdo reguladas através da
inducdo do substrato e repressdo catabdlica (177). A principal endopoligalacturonase
produzida por F. oxysporum ¢é a poligalacturonase-1 (PG1) (178). Além disso, duas
exopoligalacturonase, PG2 e PG3, também foram purificadas (179,180). Todas estas
enzimas sdo secretadas durante o crescimento do fungo no tecido vascular do tomate.
Proteases extracelulares foram identificadas em uma série de fungos patogénicos de
plantas e podem desempenhar um papel critico na colonizacdo bem-sucedida do

hospedeiro.

A medida que o fungo tenta se estabelecer dentro do hospedeiro, ele tem que lidar
com a presenca de metabolitos secundarios com atividade antimicrobiana, que sdo parte
das defesas da planta (181). Uma colonizacdo bem-sucedida de plantas hospedeiras por
F. oxysporum leva a necrose dos tecidos infectados, colapso subsequente de vasos

vasculares e morte da planta. A resisténcia de plantas a F. oxysporum parece ser
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geneticamente complexa e confere dificuldade pelos cruzamentos, portanto, ha muito
interesse em determinar as bases moleculares e genéticas da imunidade inata da planta

contra este tipo de patogenos (182).

Metabolitos secundarios sdo moléculas organicas de baixo peso molecular que
ndo sdo essenciais para o crescimento normal, mas podem proporcionar uma vantagem
seletiva em certos ambientes. Os metabdlitos secundarios de fungos sdo diversos na
estrutura e atividade bioldgica. Alguns sdo corantes, outros sdo toxicos para as plantas
e/ou animais, alguns regulam o crescimento vegetal ou possuem propriedades
farmacéuticas (por exemplo, antibidticos), e outros, incluindo alguns metabolitos de
Fusarium (por exemplo, eniatinas e tricotecenos), contribuem para patogénese da planta

(166).

Os fungos sdo também capazes de sintetizar uma grande variedade de metabolitos,
incluindo aminodcidos, peptideos pequenos, pigmentos e outros produtos naturais com
atividades toxicas potentes, tais como antibidticos e micotoxinas (183,184). As vias que
geram metabolitos primarios e secundarios ndo sdo mutuamente exclusivas (185).
Talvez de maneira mais informativa, as vias podem ser divididas entre aquelas que sdo
compartilhadas pela maioria dos organismos, o que pode ser considerado como
pertencente ao metabolismo geral, e essas vias especializadas que evoluiram em
resposta as restrigoes ecoldgicas especificas de determinadas linhagens, como resultado,
sdo distribuidas de forma mais restrita taxonomicamente. Os genes constitutivos das
vias metabolicas especificas em fungos sdo muitas vezes ligados fisicamente nos
cromossomos que formam agrupamentos de genes (186,187). Grupos de genes do
metabolismo dos fungos sdo distintos dos grupos de genes de desenvolvimento,
tipicamente encontrados em genomas de animais, tais como os agrupamentos de genes

Hox; enquanto agrupamentos de genes animais sdo compostos de genes duplicados em
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tandem (188), agrupamentos de genes metabolicos de fungos compreendem genes que
sdo evolutivamente independentes. Grupos de genes metabolicos de fungos participam
em diversas atividades, incluindo o metabolismo de nitrogénio (189), de carboidratos
(190), e vitaminas (187) bem como no catabolismo de xenobidticos (185) e a

biossintese de metabolitos secundarios (191).

A duplicacdo de genes (DG), uma fonte importante de inovagdo génica, ¢
frequentemente implicada na evolugdo do metabolismo fungico (192,193),
especialmente no contexto de duplicacdo de todo o genoma (194,195) e expansdo de
familia de genes (196,197). Uma segunda fonte fundamental de inovagao metabdlica em
fungos ¢ através da transferéncia horizontal de genes (HGT) (198-201) casos
significativos incluem a transferéncia de genes envolvidos no catabolismo de
xenobioticos (202,203), na producdo de toxina (202,204). Mais recentemente, HGT tem
sido mostrado ser responsavel pela transferéncia de grupos de genes metabolicos
inteiros entre fungos ndo relacionados (205-212). DG ¢ o processo dominante
subjacente a diversidade metabolica dos fungos, enquanto HGT corresponde apenas a
~5% e seu impacto ¢ mais acentuado em linhagens especificas ou categorias

metabolicas (213).

Os agrupamentos de genes de biossintese de metabolitos secundarios podem
codificar para (i) transportadores que movem os metabolitos através das membranas e
(i) fatores de transcricdo (FT) de vias especificas que ativam a expressdo de
determinados genes. A maioria dos metabolitos secundarios de fungos ¢ sintetizada
através das atividades de sintetases de peptideos ndo ribossomais (non ribosomal
peptide - SPNR), sintases de policétido (SPK), ou terpeno-sintases (TerpS). Estas
enzimas catalisam a condensa¢do ou rearranjo das moléculas estruturalmente simples

para formar estruturas mais complexas: peptideos ndo ribossomais, policétidos ou
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terpenos. A analise do genoma de F. graminearum revelou 16 SPK, 19 SPNR e 8 TerpS,
porém foi relatado que o fungo era capaz de produzir oito familias metabdlicas
secundarias: aurofusarina, butenolide, clamidosporol, culmorina, ciclonerodiol,
fusarinas, tricotecenos e zearalenonas (214). De longe o exemplo mais bem estudado de
fitotoxinas de Fusarium spp. constitui os tricotecenos, sesquiterpenodides que atuam
como potentes inibidores de sintese de proteinas eucaridticas, sintetizados por um

conjunto de 23 kb (215).

A analise de sequéncias do genoma de varias espécies de Fusarium spp. assim
como PCR e pesquisas de Southern blot, indicaram diferencas marcantes na distribuicao
de genes de biossntese de metabolitos secundarios e, portanto, diferengas no potencial
genético das espécies referentes em produzir estes metabolitos (162,216-218). Por
exemplo, a distribuicdo de agrupamentos de genes de fumonisinas e giberelina ¢ restrita
a algumas espécies de F. oxysporum (219), e genes biossintéticos de fusarina, que estdo
amplamente distribuidas no Fusarium spp., estdo ausentes em todos os isolados de F.

oxysporum que foram examinados (162).

1.4.2 A. thaliana — F. oxysporum: interacao hospedeiro — patégeno

Como exposto acima, a colonizagdo de A. thaliana por F. oxysporum tem origem
na regido meristematica das raizes primarias ou secundarias (220) e induz uma reposta
de defesa local ou sistémica por esta. Além disso, dependendo de uma combinagdo
especifica entre a planta hospedeira e F. oxysporum, a resisténcia da planta ao fungo
pode ser controlada por um gene (monogénica), por poucos genes (oligogénica) ou por

multiplos genes (multigénica) (182).
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Os genes que codificam os receptores putativos ou receptores do tipo quinase
(RTQ), At3g59700, At5g01540 e At5g60900 sdo constantemente induzidos, logo no
primeiro dia poés-infecgdo. Em contraste, os genes Atlg65790 e Atd4gl3920 sao
induzidos posteriormente, no sexto dia apds a infec¢do. A indug¢do de um niimero de
RTQs através da infec¢do por F. oxysporum pode ser devida a exigéncia de
reconhecimento de multiplos potenciadores liberados pelo fungo. Como a ativagdo de
padroes de superficie celular (PSC), a regulacdo negativa da sinalizagdo de PSC
também ¢ crucial. Ela previne a ativagdo excessiva ou prolongada das respostas imunes
que poderdo ser prejudiciais ao hospedeiro (221). Ligases de ubiquitina de dominio U-
box, proteina U-box da planta (PUB)12 PUB12 e PUBI13, sdo induzidas para este fim e
recrutam um complexo de receptores, resultando em sua poliubiquitinagdo e
enderegamento para o proteassoma para a degradagdo (222). A maior classe de proteinas
PUB em Arabidopsis, cerca de 65%, ¢ representada pelo dominio de repeticao
Armadillo (ARM) (223,224). Glickman e Ciechanover (2002) (225) demonstraram que
ligagdo de moléculas de ubiquitina a uma proteina pode resultar em degradacao
proteossomal ou, alternativamente, regular outros processos, como transcri¢ao e reparo
de DNA. A regulacdo positiva dos genes U-box (PUB23) e de um par de genes
contendo o dominio de repeticio ARM observada em Arabidopsis infectada por F.
oxysporum, sugere que as respostas imunes induzidas por parasitos também exigem uma
sintonia de regulacdo fina e uma regulacao negativa de sinais PSC. A inducdo de varios
genes de resisténcia (R) de receptor 7o/l de interleucina 1 (TIR) foi também observada
em Arabidopsis, através de infeccdo de F. oxysporum (221). At3g28220 (que codifica
uma proteina contendo o dominio de MATH) e At1g52000 (que codifica uma lectina),

ambos de uma familia de proteinas que interagem com RPMI1 4 (RIN4) e reguladores
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negativos de imunidade de plantas (226), foram regulados positivamente em resposta a

infeccgao por F. oxysporum.
Apo6s o reconhecimento do patdégeno pelas plantas, varias vias de transducao de

sinal sdo ativadas. Os genes envolvidos em sintese de (i) acido jasmonico (AJ), (ii)
indol-3-ilmetil-glicosinolatos (I3G), (iii) biossintese de camalexina (227-230), (iv)
resisténcia a doengas, tais como PDF1.2 e PR4, e (v) de um modo mais geral os genes
envolvidos nas vias de biossintese de triptofano, I3G e camalexina sao
coordenadamente regulados positivamente em Arabidopsis infectada por F. oxysporum
(229) assim que os genes do citocromo P450 e calose (221,226-229). Ativagdo da
doenca também ocorre para genes que codificam proteinas dirigent-like (Atlg64160),
proteinas germin-like (Atlgl8970), CAP (proteinas secretoras ricas em cisteina,
Antigeno 5 e relacionada com patogénese 1) familia de proteinas (At4g33720) e familia

de proteinas wound-responsive (Atdg10270 e At4g33560) (221).
O papel das vias de sinalizagdo mediadas pelo acido salicilico (AS), o AJ e o

etileno (ET) na resposta imune inata em Arabidopsis estd bem estabelecido (231-233).
Foi demonstrado que F. oxysporum ¢ capaz de induzir resisténcia sistémica adquirida
(RSA), e proteinas relacionadas com a patogénese (PR) em Arabidopsis, indicando que
a via AS desempenha um papel na resisténcia das plantas contra F. oxysporum (234).
Além disso, o tratamento de folhas de plantas com SA antes da inoculagdo de F.
oxysporum reduziu os sintomas da doenca na planta (235). Ao analisar mutantes
anormais nas vias de ET (ein2-5), AJ (col-1 e jarl-1) e AS (NahG, sid2-1, eds5-1, nprl-
1, pad4-1 e eds1-1), foi mostrado que as vias de AS, AJ e ET influenciam o resultado da
doenga de F. oxysporum em Arabidopsis. As vias de sinalizagdo de SA, ET e JA
interagem de forma positiva na ativacdo de resisténcia de Arabidopsis para F.
oxysporum. A analise do transcriptoma feita por Zhu et al. (2013) (221) revelou que os

genes que respondem ao estimulo do ET ja estdo ativados um dia apds a infeccdo e que
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os genes (i) envolvidos no metabolismo e sinalizacdo de AJ, (ii) do metabolismo do
triptofano que leva a biossintese de auxina, (iii) que respondem ao AS, (iv) que sdo
estimulados pelo acido abscisico (ABA), e (vi) aqueles que estdo mais geralmente
envolvidos na regulagdo RSA foram ativados tardiamente, no sexto dia pos-infeccao.
Verificou-se que a expressdo constitutiva de alguns reguladores de transcri¢do destas
vias ¢ suficiente para conferir maior resisténcia a F. oxysporum (236). Dos ~1400
fatores de transcricdo (FTs) de acordo com Czechowski et al. (2004) (237), 12 foram
regulados positivamente no primeiro dia pos-infec¢do e 10 destes FTs (MYB122;
ANACO03, 42; AtbHLHO038, 039; WRKY45, 51, 53, 63, 75) foram também regulados
elevadamente no sexto dias apos a infeccdo. Destes FTs constantemente induzidos,

somente MYB122 e WRKY 53 foram funcionalmente caracterizados (221).
A via do ABA também tem sido relacionada na resposta de defesa por meio da

interacdo com outras vias e a regulagdo afinada da interferéncia entre estas vias parece
determinar a saida de respostas de defesa das plantas a F. oxysporum (238). A
sinalizagdo do ABA, além de regular o desenvolvimento das plantas e resposta ao
estresse abiotico, também desempenha um papel na regulacdo da imunidade inata (238—
242). A meta-analise de genes de organismos patogénicos induziveis em Arabidopsis
revelou que um subconjunto significativo de genes regulados por ABA ¢ ativado apos
infec¢dao por patogeno (241). No entanto, na interagdo A. thaliana - F. oxysporum, o
mutante aba2-1, que ¢ deficiente na biossintese de ABA, mostrou um aumento da
resisténcia a F. oxysporum. Além disso, os mutantes jinl1-9 e myc2, que sdo deficientes
no fator de transcricdlo MYC2, um regulador positivo de sinalizagdo de ABA e um
regulador negativo de resposta ao AJ, mostrou um aumento da resisténcia a F.
oxysporum (231,243). Estes dados sugerem uma fun¢ao negativa de ABA na resisténcia
de Arabidopsis a F. oxysporum. No entanto, o mutante ernl/irx1 (enhanced resistance

to necrotrophs 1) que mostrou uma ativacao constitutiva da via de ABA evidenciou um
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aumento da resisténcia a F. oxysporum (244). Estes resultados contraditérios refletiram
a complexidade do involvimento da sinalizacdo de ABA na resisténcia das plantas aos

patdgenos, em particular na interagdo A. thaliana - F. oxysporum.
A proteina G heterotrimérica de Arabidopsis foi descrita como sendo necessaria

para resisténcia a F. oxysporum. Proteinas G heterotriméricas sao GTPases compostas
de subunidades A, B ¢ G que funcionam como mediadores na transdugao de sinal dos
diversos sinais externos em plantas, mamiferos e leveduras (245). Em plantas, proteinas
G heterotriméricas também regulam varias vias de sinalizacdo, tais como aquelas
mediadas por auxina, giberelina e ABA (245-248). Além disso, a implicacdo das
proteinas G heterotriméricas na produgdo e respostas de defesa as espécies de oxigénio

reativo (ROS) foi confirmada em arroz (Oryza sativa) e Arabidopsis (246,248).
A resisténcia de Arabidopsis a F. oxysporum € positiva ou negativamente regulada

por diferentes familias de FTs. Um destes FTs ¢ ATAF2, um membro da familia de
proteinas NAC, que ¢ induzido pelo ferimento nas folhas, pelo tratamento com o AJ e
AS, mas ndo com o ABA (249). A elevada expressdo de ATAF2 em Arabidopsis
aumenta a susceptibilidade a F. oxysporum e bloqueia a expressdo de genes de defesa a
F. oxysporum induzivel, tais como PDFI1.2 e PRI. ATAF2 tem sido proposto
funcionando como um repressor de F. oxysporum induzivel em respostas de defesa em
Arabidopsis (250). As proteinas do fator de resposta ao etileno (FRE) pertencem a uma
familia de FTs composta de 122 membros em Arabidopsis (251). Varios FTs de FREs
tém sido implicados diretamente na ativagdo ou inibicdo da resposta de defesa de
Arabidopsis a F. oxysporum. Assim, a elevada expressao de FRE1, um integrador de ET
e respostas ao JA (252), aumentam a resisténcia a F. oxysporum em Arabidopsis. A
inducdo de FREI1 apos desafio com o patégeno é bloqueada nos mutantes coil e ein3,
que sdo defeituosos nas vias de sinalizacdo do AJ e do ET, respectivamente. Tal como

acontece com FREI, as plantas que sofrem uma elevada expressdo do gene FRE2 eram
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mais resistentes a F. oxysporum do que as plantas de tipo selvagem (253). Uma funcdo
semelhante na resisténcia a F. oxysporum foi descrita para FRE14, como a perda de
funcdo deste gene em mutantes, que mostrou um aumento da susceptibilidade a F.
oxysporum. Em contraste, a inativacdo do FRE4 e AtMYC2 em Arabidopsis levou a um
aumento da resisténcia a F. oxysporum, provavelmente através do aumento da resposta
de defesa da planta de acordo com o AJ (231,253). Plantas transgénicas que possuem
uma elevada expressio de FREI com expressdo constitutiva da defensina
antimicrobiana PDF1.2 e outras proteinas PR apresentaram resisténcia melhorada a F.
oxysporum. Do mesmo modo, verificou-se que a elevada expressdo de certas proteinas
antimicrobianas, tais como, tioninas, ¢ suficiente para conferir maior resisténcia a F.

oxysporum em Arabidopsis (254) e tomate (255).
E importante notar que as respostas de defesa da planta estdo interligadas com

outros mecanismos de desenvolvimento, tais como fecho estomatico (240), a
senescéncia (256), floracao (257), sintese da parede da célula (258), o metabolismo das
giberelinas (259), a perda de cor (260) e ao estresse abiotico, o que sugere que,
dependendo do tipo de estresse das plantas, algumas vias de sinalizacdo poderiam ser
dominante sobre as outras, adicionando ainda um outro nivel de complexidade ao

modelo de interagdes antagdnicas apenas esbocado (231).

1.5 Modelagem por Analise de Balanco de Fluxo - FBA

A andlise do fluxo de metabolitos através de uma rede metabolica pode ser feita
através de uma abordagem matemdtica chamada analise de balanco de fluxo (Flux

Balance Analysis — FBA) (261). O FBA tem como objetivo modelar a distribui¢do dos
32



fluxos metabdlicos mais proximos dos naturais em um organismo alvo, a fim de prever
a sua taxa de producdo de biomassa, a qual pode ser assimilada a sua taxa de
crescimento, ou a sua taxa de produgcdo de um determinado metabdlito (261-263).
Também pode ser usado para analisar a rede metabolica em termos de estequiometria,
termodindmica e restricdes de reagdo. Sujeito a essas restricdes, as distribuigdes Otimas
de fluxo metabdlico podem ser calculadas usando programacgdo linear. Calculando e
examinando distribui¢cdes Otimas de fluxo sob varias condigdes, ¢ possivel gerar

hipdteses quantitativas in silico que podem ser testadas experimentalmente (264).

No FBA, uma rede de genes conectados a reagdes catalisadas por enzimas ¢
gerada através de expressdes booleanas conhecidas como expressdes de reacdo de
proteina de gene (RPG). Uma matriz vinculando genes, proteinas e reagdes ¢ usada para
conectar 0s genes com a reagdo enzimatica correspondente que os genes codificam.
Cada no da rede corresponde a um metabolito e as reagdes que os conectam entre si sao

representadas por arestas.

A hipotese central na qual FBA se basea ¢ que se o sistema ¢ modelado em um
estado estacionario, as concentragdes de metabolitos estdo em fluxo constante. Assim,
as reagdes sdo escritas como equacdes matematicas onde qualquer substrato que entra
deve ser consumido, o que implica que a concentragdo interna de metabolitos dentro do
modelo permanece constante ao longo do tempo. A hipdtese de estado estaciondrio
permite a redugdo do sistema metabolico a um conjunto de equagdes lineares, que sdo
entdo resolvidas para encontrar uma distribuicdo de fluxo que satisfaca a condicdo de
estado estacionario. O sistema de equacdes descreve as concentragdes de metabolitos

em uma rede como produto de uma matriz de coeficientes estequiométricos (a matriz
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estequiométrica) e um vetor de fluxos ndo resolvidos. O lado direito do produto ¢ um
vetor de zeros que representam o sistema no estado estaciondrio. Uma abordagem
conservadora ¢ concordar que uma estratégia adequada de otimizacdo biologica para
uma rede metabolica de organismo completo € escolher o vetor de fluxo que maximiza

o fluxo para a produgdo de biomassa.

Uma fungdo objetiva, como a funcdo objetiva da biomassa, ¢ necessaria para
calcular um estado de rede realista ¢ a distribuigdo de fluxo resultante (Gnica ou nao
unica) em uma reconstru¢do baseada em restricdo, pois o espaco de solugdes ¢
geralmente muito grande para redes em escala gendomica (265). Assim, pode-se escolher
uma funcdo de biomassa composta pelos metabodlitos constituintes do organismo
colocados na matriz estequiométrica e condicionar esta matriz estequiométrica para
reduzir o espago de solugdes enquanto maximiza o valor de uma fun¢do que representa

a conversdo de precursores de biomassa em biomassa (266).

Do ponto de vista biologico, as restricdes pertencem a dois subconjuntos que
limitam (i) a absor¢ao/excrecao de nutrientes e (ii) o fluxo através de reagdes dentro do
organismo. Essas restricdes podem ser aplicadas para (i) a diregdo de uma reacao ou (ii)

a velocidade maxima de uma reacao (267).

Embora a fungdo objetiva mais utilizada no FBA seja a maximizacao da producao
de biomassa (268), outros estudos utilizando diferentes fun¢des objetivas ja foram
descritos. Exemplos de utilizacdo de outras func¢des objetivas incluem a avaliagdo da
capacidade de producdo de diferentes metabdlitos por um organismo celular, usando

como objetivo a maximizacdo da producdo de alguns metabolitos primdrios ou
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secundarios (269,270), e o estudo da modelagem metabolica das mitocondrias,

utilizando como objetivo a maximiza¢ao da funcao de produgdo de ATP (271).

Uma das limitagdes do FBA ¢ a incapacidade de prever as concentracdes de
metabolitos por ndo usar pardmetros cinéticos, além de ser somente adequado para
determinar os fluxos no estado estaciondrio. No entanto, em algumas apresentacdes,
FBA ndo ¢ capaz de explicar efeitos regulatorios, como por exemplo a regulagdo de
expressdo génica ou ativagao de enzimas por proteinas quinases, tornando as previsdes

do modelo imprecisas (261).

Com o grande nimero de organismos inteiramente sequenciados € a reconstru¢ao
de redes metabdlicas em escala genomica ¢ possivel colocar interagdes patdgeno-
hospedeiro em uma perspectiva de rede metabdlica a fim de prever possiveis mudangas
metabdlicas em todo o organismo resultantes das interagdes moleculares subjacentes

(272).

Uma proposta seria a combinagdo da metodologia FBA para encontrar genes
essenciais com testes de similaridade para determinar quais genes sdo especificos de um
patogeno. Os genes que sdo bons alvos para interferéncia de RNA ou qualquer outro
meio de inativagdo de alvos moleculares (inibidores de moléculas pequenas, peptideos,
haptameros, anticorpos) sdo aqueles que sdo (i) criticos para a produgdo de biomassa, no
sentido FBA, e (i1) especificos para o genoma do patdogeno como diagnosticado através

de comparagdo de homologia de seqiiéncia medida por e-value e/ou score (273).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar uma estratégia de busca de alvos enzimaticos apropriada ao

desenvolvimento de inibidores de patdogenos em sistemas hospedeiro-parasitos.

2.2 Objetivos Especificos

1- Identificar as fontes de erro na busca de enzimas especificas baseada em

EC nos pares H. sapiens e L. major usados como modelo.

2- Identificar enzimas especificas no sistema de relagdo parasitaria entre
Arabidopsis thaliana e Fusarium oxysporum; Brassica rapa e F. oxysporum;
Glycine max e F. oxysporum; Jatropha curcas e F. oxysporum; Ricinnus

communis € F. oxysporum.

3- Identificar enzimas especificas de F. oxysporum cuja desativacdo tem maior

potencial de desarticulacdo da rede metabdlica deste fungo.

4- Identificar as consequéncias para F. oxysporum em termos de custo metabdlico

da inibi¢do de alvos essenciais no modelo A. thaliana vs. F. oxysporum.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Busca de Enzimas Especificas em L. major (Artigo publicado

- Anexo 1)

3.1.1 Conhecimento utilizado

Devido a anotagdes imprecisas e fragmentadas depositadas em bancos de dados
foi possivel constatar que a ferramenta AnEnPi (37) € capaz de produzir diagnosticos
falsos positivos. A partir deste fato, foi proposto um processo para depurar as fontes de

€1710.

A busca por falsos positivos foi realizada em uma lista de sequéncias
enzimaticas obtida através da ferramenta AnEnPi, cujas fungdes foram anotadas como
especificas para L. major em comparagdo com H. sapiens. Essa ferramenta classifica as
enzimas em trés categorias, enzimas homologas, andlogas e especificas, considerando as
similaridades entre sequéncias com =100 aminoacidos e as anotagdes funcionais das
enzimas nos dois organismos sendo comparados. Considerando todos os pares
combinados de enzimas entre os dois organismos, uma enzima pode ser designada (1)
homologa a outra: quando a pontuagdo de similaridade e o E-value de seu alinhamento
foram, respectivamente, =120 e perto ou abaixo de 10 (usando BLASTp); (ii) analoga
a outra: quando a pontuacao de similaridade de seu alinhamento for <120, mas as
enzimas forem associadas ao mesmo EC (catalisando a mesma reagdo); (iii)
funcionalmente especifica: quando a enzima for homologa a outra, conforme definido
em "1", mas estiver associada a um EC diferente; e (iv) estritamente especifica: quando

ndo for homologa e nao compartilhar seu EC com nenhuma das outras enzimas. Em
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outras palavras, ao classificar as enzimas como estritamente especificas para L. major,
significa que as reacdes dessas enzimas sdo catalisadas em L. major, mas ndo em H.
sapiens. Assim, uma enzima ¢ considerada estritamente especifica para L. major quando

seu EC ndo ¢ encontrado em H. sapiens.

Para este estudo, foi recuperada uma lista de genes proveniente do AnEnPi
(versdo de KEGG 58.1, 1 de junho de 2011) contendo 67 sequéncias de L. major, sendo
que 42 dessas sequéncias estavam associadas a enzimas classificadas como estritamente
especificas para L. major em comparagdo com H. sapiens por AnEnPi na base de seus

respectivos ECs.

3.1.2 Processo de depurac¢ao de enzimas estritamente especificas

E possivel distinguir vérias etapas e componentes no processo de depuragio de
enzimas estritamente especificas. Primeiro, ¢ necessario diagnosticar se as enzimas
putativamente especificas de L. major possuem ou nao homologia com o0 DNA humano
e suas proteinas anotadas como enzimas. Em segundo lugar, uma enzima humana
classificada como homoéloga pode estar associada ao mesmo EC que L. major e pode ser
diagnosticada como um falso positivo ou pode ser associada a um nimero de EC
diferente e ser diagnosticada como funcionalmente especifica. Em terceiro lugar, no
caso de uma situagdo ambigua, € necessario a caracterizacao da estrutura bidimensional
(2D) das regides homodlogas. Em quarto lugar, verificar mais profundamente as enzimas
especificas e funcionalmente especificas através de analise tridimensional (3D) com
Modelos ocultos de Markov (Hidden Markov model, HMM), HHpred e HHsearch, para
detectar eventuais homologias remotas em referéncia as estruturas enzimaticas 3D

humanas. Em quinto lugar, o conjunto de enzimas estritamente especificas de L. major
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foi desafiado pela potencialidade de seus componentes como sendo alvos principais em
referéncia a sua centralidade em caminhos metabolicos. Em sexto lugar, as enzimas
especificas foram investigadas em outros parasitos humanos para avaliar sua relevancia

como alvos para o desenvolvimento de medicamentos.

O processo seguido para enriquecer as enzimas em proteinas estritamente
especificas de L. major que sdo potencialmente adequadas para o desenvolvimento de
farmacos ¢ resumido na Figura 1. (i) A comparacio de proteinas codificadoras de DNA
de L. major com o DNA humano foi direta e a partir desta comparagdo foi possivel
obter as coordenadas onde as sequéncias homodlogas poderiam ser encontradas no
genoma humano (Figura 1A). A consisténcia das homologias detectadas pode ser
analisada através da realizacdo de comparagdes multiplas para determinar se as
correspondéncias equivalentes foram obtidas de proteina para proteina e proteina para
DNA usando como queries sequéncias do parasito para humano e humano para parasito
(Figura 1B). (ii) A comparagdo da sequéncia de aminoacidos entre as enzimas de L.
major ¢ as proteinas humanas permitiu identificar rapidamente a maioria das proteinas
humanas que mereciam atengdo como potenciais enzimas homoélogas (Figura 1C). (iii)
A comparagdo das proteinas humanas identificadas em "ii" com o DNA cromossémico
humano permitiu a delineagdo de sua estrutura génica (exons e introns). (iv) A
comparagdo das proteinas de L. major que tiveram um kit homoélogo com a sequéncia
gendmica humana sem uma proteina humana correspondente na lista proveniente do
Ensembl (274) (http://www.ensembl.org/Homo sapiens/Info/Index) indicou uma
anotacdo de gene humano potencialmente ausente ou um possivel pseudogene (Figura
ID). (v) A enzima subject de um par homologo estd associada a uma anotagdo
inconsistente (Figura 1E) ou a um EC diferente em comparacdo a uma enzima query

(Figura 1F). (vi) Os perfis 2D das sequéncias query e subject em pares homologos
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ambiguos foram comparados para discriminar casos de ortologia e paralogia distantes
ou analogia (Figura 1G). (vii) As anotagdes ambiguas, como em "vi", também
ocorreram quando uma enzima classificada como nao homoéloga ao genoma humano foi
constatada compartilhando um mesmo EC com a de um homologo em L. major, que ¢é
um caso de analogia intragendmica. Nesse caso, a enzima L. major ndo homologa seria
analoga a contraparte humana do homoélogo, como poderia ocorrer quando o EC da
contraparte humana estivesse incompleto ou ausente (Figura 1, 1H). (viii) As enzimas
putativas estritamente e funcionalmente especificas de L. major para homologias
remotas foram desafiadas com enzimas humanas utilizando as ferramentas HHpred e
HHsearch (Figura 11). (ix) As enzimas putativamente especificas de L. major foram
desafiadas através de sua significancia nas vias metabolicas do KEGG (Figura 1J). (x)
Para avaliar a relevancia das enzimas estritamente especificas de L. major para
desenvolvimento de farmacos, a distribuicdo dessas enzimas foi analisada em parasitos

humanos (Figura 1K).

41



Figura 1: Fluxograma do processo de depuragdo de enzimas estritamente especificas.
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3.1.3 Mapeamento de proteinas homologas de L. major no genoma

humano

Para determinar se a classificacdo de enzimas especificas poderia produzir falsos
positivos, primeiramente foi realizada a busca por homologia entre as proteinas
anotadas como especificas de L. major e a sequéncia de DNA do genoma humano como
anotadas no Ensembl (http://www.ensembl.org) (Figura 1A). Para este fim, as
sequéncias das enzimas supostamente especificas de L. major tal como documentadas
no TriTrypDB (275) (versao 6.0-setembro de 2013) foram comparadas com a sequéncia
do genoma humano (Ensembl, versao 74-novembro de 2013) utilizando tBLASTn. Para
que o hit de um par de sequéncias fosse considerado um 4it homologo consistente, este
teria que possuir um E-value de um alinhamento tBLASTn <10* e o valor de
pontuagdo (score) =120. Quando resultados consistentes foram obtidos, as coordenadas
gendmicas da saida do tBLASTn foram recuperadas e comparadas com as coordenadas
gendmicas das sequéncias de proteinas codificadas disponiveis do Ensembl (versdo 74-
novembro de 2013) para determinar se uma anotagdo de proteina poderia existir para a

regido gendmica correspondente a regido atingida durante o tBLASTn (Figura 2).
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Figura 2: Algoritmo de busca homologa para a classificagdo de falsos positivos de

genes especificos de parasitas em seres humanos. A: As onze possibilidades das
associagoes de proteina Ensembl (S2-E2) que se pode obter com uma regido genomica humana
que é homologa (tBLASTn) a uma consulta de proteina parasita (SI-El). S e E sdo para o
inicio e o fim de uma homologia de tBLASTn ou coordenadas de genes humanos. A descri¢do
booleana de cada associacdo entre um hit tBLASTn em uma regido do genoma humano e as
proteinas Ensembl anotadas nessa regido ¢ dada nos lados esquerdo e direito do painel A. '&' é
usado aqui em seu sentido booleano, ou seja, um operador logico AND. Os genes humanos
para a proteinas Ensembl que sdo eventualmente compativeis com a contraparte homologa de
um parasito (tBLASTn) sdo modelados por linhas finas. Os genes humanos para proteinas

Ensembl na mesma regido genémica que a contraparte homologa de um parasito, mas que ndo
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sdo compativeis com ele, sdo representados por linhas tracejadas. B: A arvore de decisdo para
as associagoes VERDADEIRO e FALSO dos genes humanos para as proteinas Ensembl com
uma regido genémica humana que teve um hit homologo (tBLASTn) com uma proteina de um

parasito.

Como forma de automagdo desse processo, foram identificadas 11 possibilidades
(Figura 2A), das quais sete sdo consideradas VERDADEIRAS e quatro sdo
consideradas FALSAS no sentido booleano. As opg¢des FALSA e VERDADEIRA
podem ser facilmente diagnosticadas de acordo com a arvore de decisdo mostrada na

Figura 2B.

3.1.4 Consisténcia em pares homologos de L. major vs. H. sapiens usando

BLAST

A presénca de introns nos genes de H. sapiens poderia complicar a comparagao
direta das sequéncias de genes de L. major com as do genoma humano, pois regides
homologas, se presentes, poderiam ser interrompidas por um splicing site na sequéncia
humana do gene homdlogo. Para esclarecer este tipo de ambiguidade, foi realizada uma
analise a fim de verificar se o hit gendmico obtido pela comparagdo das proteinas de L.
major com a sequéncia de DNA de cromossomos humanos (tBLASTn), conforme
descrito acima, também corresponderia a regido homologa detectada na comparacao por
BLASTp (PSI-BLAST ou Position-Specific Iterative BLAST) da mesma query de L.
major com a sequéncia da proteina humana (subject) correspondente a esse hit
gendmico. Assim, quando a anota¢do de uma proteina Ensembl para um hit homdlogo
entre uma proteina de L. major com o genoma humano existisse (Figura 1B, Figura 3A),

a consisténcia com o modelo de gene, conforme encontrado pela comparacdo de
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tBLASTn (Figura 3B) e das anotagdes consensus coding sequence (CCDS) pelo
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Pruitt et al., 2009; Farrell et al.,
2014) (Figura 3C) seria verificada e, caso consistente, seria atribuida a regido genomica

considerada onde sua homologia com a enzima L. major foi obtida.

—Lmajor [ ] A
Y BLASTp
Ensembl | | |

Proteinas

tBLASTn tBLASTn

B Y
—L N4
) ——

S1 E1 Anotacéo tBLASTn

Anotacédo CCDS

— N A

DHA Ex 1 Ex 2
Huma
no C Anotacdo Havana (Ensembl)

Figura 3: Esquema de pesquisa para falsos positivos de genes especificos de parasitos

em seres humanos. O hit homologo de L. major e proteinas humanas (A) é comparado a estrutura de

genes humanos obtida pela pesquisa de tBLASTn (B) e a anotagdo de CCDS de Havana (C).
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Para mapear uma regido homologa de uma proteina de L. major em seu gene
humano marcado (Figuras 1A e 3), é necessario considerar varias linhas de evidéncia.
(1) A homologia pode ser dividida em 2 regides homodlogas na sequéncia subject se um
intron cair na sua regido gendmica correspondente ao dominio proteico da sequéncia
query envolvida na homologia. Neste caso, as 2 homologias subject seriam contiguas na
sequéncia query quanto a coordenada final da primeira regido e a coordenada inicial da
segunda regido. (ii) A coordenada genomica da posic¢ao final de uma regido homologa
menos a coordenada gendmica de sua posi¢do inicial mais 1 deve ser um multiplo de 3
por causa da estrutura de coddes das CCDSs. (iii) A regido homdloga codifica uma
proteina e, portanto, as coordenadas da sequéncia subject devem corresponder aos exons

(Figuras 1B e 3B).

Apb6s a comparagdo das proteinas de L. major com as proteinas humanas
(BLASTp) no Ensembl (Figuras 1C e 3A), foi possivel considerar varias etapas para
automatizar o processo de mapeamento da regido homologa para éxons humanos
(Figura 3). (i) Considerando a correspondéncia significativa desta comparagdo, foram
recuperadas as coordenadas do gene humano de acordo com as sequéncias
cromossOmicas (Figura 3B). (ii) Para determinar o modelo de gene correspondente a
uma proteina humana que tem um #Aif significativo com proteinas de L. major, foi
realizada uma comparagdo (tBLASTn) entre a proteina humana proveniente do Ensembl
com o trecho de sua sequéncia de DNA respectivo, extraindo-o de suas coordenadas
cromossOmicas das posigdes génicas correspondentes inicial e final conforme
informado pela anotagdo do Ensembl (Figura 3C). (iii) As homologias detectadas pela
comparagdo de uma proteina do Ensembl com o trecho correspondente do DNA
humano, conforme descrito em "iii", forneceu as coordenadas para os éxons (subject)

em relacdo a um modelo de gene. (iv) Para traduzir as coordenadas do éxon em "iii" em
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coordenadas relativas ao contexto do cromossomo, foi adicionada as coordenadas do
éxon a posi¢do inicial do gene correspondente em coordenadas cromossomicas,
conforme fornecido pelo Ensembl. (v) Para calcular o tamanho do intron, a coordenada
cromossOmica foi subtraida (em "iv") do inicio de um éxon a partir da coordenada
cromossomica do final do éxon anterior para cada éxon do gene correspondente. (vi)
Para calcular o tamanho do éxon, a coordenada cromossdmica (em "iv'") foi subtraida
pelo fim de um éxon a partir da coordenada cromossdmica pelo o seu inicio e somado
mais 1; este passo foi realizado para todos os éxons de cada gene. Para tal, o tamanho de
todos os éxons deveria ser um multiplo de 3 (c6édons) para ser considerado relevante.
(vii) A soma do tamanho do éxon dividido por 3 forneceu o tamanho da proteina, que
foi inferido a partir do modelo derivado da sequéncia cromossdmica. O tamanho da
proteina pode entdo ser comparado com o tamanho da proteina de consulta do Ensembl
para consisténcia de tamanho. (viii) Outro teste de consisténcia foi realizado
determinando se as fitas ("+" ou "-") dos éxons, que foram deduzidas das homologias do

nn

subject, eram todas "+" ou todas "-". Exons com alternancia de fita "+ " e " - " para o
mesmo gene com homologia com a mesma proteina guery nao fariam sentido, e esse
procedimento permitiu diagnosticar casos de inconsisténcia. (ix) Foi possivel confirmar
os modelos de genes obtidos através da pesquisa tBLASTn das proteinas Ensembl com
DNA humano, comparando as coordenadas do kit com as coordenadas de éxons
disponiveis no banco de dados CCDS, conforme anotado pelo Ensembl. (x) Para
mapear a regido homologa de uma sequéncia query de L. major com um éxon humano,
as coordenadas cromossdmicas (humanas) iniciais e finais (query) que correspondiam
ao hit com as coordenadas inicial e final de cada éxon humano (obtidos em "iv"),

respectivamente foram subtraidas. O éxon para o qual as duas subtracdes obtiveram

valores iguais a 0 (ou perto de 0, desde que a pequena extremidade saliente fosse um
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multiplo de 3 bases) foi considerado o que corresponde a regido homologa da sequéncia

query de L. major.

As homologias entre uma proteina de L. major e uma proteina humana da lista do
Ensembl foram consideradas como verdadeiras positivos quando (i) a proteina humana
era legitima (todos os exons mapeados na mesma cadeia de DNA) e (ii) a regido
homoéloga entre ambas as proteinas (H. sapiens e L. major) apresentavam uma
combinagdo em seu quadro de codificagdo e as coordenadas da sequéncia genOmica
correspondiam ao Ait da comparacao (tBLASTn) das proteinas de L. major com o DNA
cromossomico. Em outras palavras, para ser considerada significativa, uma homologia
entre L. major € uma proteina humana deveria ser consistente com o modelo de gene

dessa proteina humana (Figuras 1B e C e 3). Todas essas operagdes foram reunidas em

uma  Unica  planilha do  Excel  (Tabela  S1,  acessivel  online:
http://journals.sagepub.com/doi/suppl/10.1177/1177932217712471 e

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5470852/).

3.1.5 Hits gendmicos sem contrapartes em proteinas do Ensembl

Nos casos em que um hit gendmico obtido por tBLASTn ndo correspondeu a
posicdo de qualquer proteina humana na lista do Ensembl (Figura 1D), este foi
considerado como uma indicacdo de que o gene humano ndo recebeu uma designacao
durante o processo de anotagao do Ensembl. A auséncia de uma anotagao foi abordada
através da tradugdo do trecho homoélogo do genoma humano (subject) em aminoécidos e
usando a sequéncia de proteinas para uma pesquisa de homologia (BLASTp) com a
secdao nr do GenBank (versao 201.0-Abril de 2014). Quando uma proteina homodloga

humana foi encontrada no nr, sua sequéncia completa foi comparada (tBLASTn) com
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um trecho de DNA de 20 kb em torno do primeiro kit de L. major com o genoma

humano para encontrar o modelo de gene (se houvesse) associado a esta proteina.

3.1.6 O caso particular da especificidade funcional

Considerando os casos de especificidade funcional enzimatica entre as 2 proteinas
homologas de L. major ¢ H. sapiens em que as proteinas foram anotadas como tendo
diferencas na sua funcionalidade enzimatica (com base no EC atribuido), as seguintes
categorias foram caracterizadas (Figura 1E, F e H): (i) A incerteza com as anotacdes
ocorreu quando pelo menos uma das fungdes enzimaticas em ambas as proteinas nao
pode ser confirmada (EC incompleto ou ndo disponivel). Nesses casos, 0 nome ¢ a
funcdo da proteina em UniProtKB / SwissProt (276) foram investigados a fim de
verificar se a fungdo descrita neste banco de dados corresponde a funcao descrita no
banco de dados TriTrypDB. Se a fun¢do das enzimas que estavam sendo comparadas
fosse um sind6nimo em ambos os organismos, a proteina principal de L. major seria
diagnosticada como um falso positivo para a especificidade funcional enzimatica em
relagdo a sua contraparte humana; caso contrario, a especificidade funcional seria
atribuida a enzima de L. major. Esta posicdo conservadora foi tomada, pois caso os
membros de um par homologo tivessem a mesma fungdo, a poténcia dos efeitos
colaterais negativos sobre o hospedeiro pelo inibidor da enzima do parasito seria maior
se as enzimas do hospedeiro e do parasito fossem ortologas. (ii) A especificidade
funcional enzimatica resultante ocorreu nos casos em que a diferenca na fungao
enzimatica das proteinas homoélogas poderia ser confirmada. Quando ambos os genes do
par sdo pardlogos em vez de ortdlogos, eles t€ém uma maior probabilidade de ter algum

tipo de especificidade enzimatica funcional (68). No entanto, um inibidor projetado
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contra o alvo L. major ainda pode afetar a contraparte pardloga do hospedeiro a uma

taxa mais baixa.

3.1.7 Mapeamento de dominio de proteinas e estrutura secundaria

Para melhor caracterizar se os casos de anotagcdes de enzimas ambiguas (Figura
1G) foram derivados de enzimas pardlogas distantes ou analogas, foi realizada uma
pesquisa para os nucleos cataliticos das enzimas mapeando a composi¢do do dominio
para as regides conservadas dos pares homologos de H. sapiens e L. major usando
PROSITE (277), Pfam (278), e The Conserved Domain Database (279) para
comparacdo da homologia utilizando os valores de identidade e score, ~ 40% e =120,
respectivamente. E a predicdo de seus perfis de estrutura secundéria (2D) usando

PRALINE (280).

3.1.8 Deteccao de homologia remota com modelos ocultos de Markov

O BLAST ¢ uma ferramenta de alta vazdo para comparagdo de homologia de
sequéncia, no entanto, as sequéncias podem ainda ser homologas ao nivel da estrutura
terciaria (3D) sem homologia reconhecivel ao nivel da sequéncia primaria. A twilight
zone ¢ onde o nivel de homologia (30-35%) possui a classificacdo ambigua (281). O
modelo de Markov oculto (HMM) ¢ adequado para detectar homologias distantes
(<30%) entre sequéncias, mas tem baixa vazao e, portanto, ndo ¢ adequado para rastreio
de grandes bases de dados em pouco tempo e com poder computacional modesto. Como
consequéncia, HMM ¢ indicado para confirmar a especificidade de uma determinada

enzima do parasito deduzida por busca de homologia com BLAST. Se um par homologo
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for detectado com HMM, comparando a enzima do parasito com os proteomas do seu
hospedeiro, a relacdo de especificidade estabelecida anteriormente com BLAST deve
ser descartada, sendo ela pode ser mantida. Para esse fim, usamos as ferramentas do
HH-suite (https://en.wikipedia.org/wiki/HH-suite) incluindo o HMM-based lightning-
fast iterative sequence search (HHsearch) e lightning-fast iterative protein sequence
searching by HMM-HMM alignment (HHblits) como descrito em Catharina et al. (2017)
(282). Usamos a versdao de HHsearch do sevidor Mobyle (283) (http://mobyle.rpbs.univ-
paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py)  assim que as  versdes de  HHblits
(https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhblits) e HHpred
(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhpred) disponiveis no servidor do instituto
Max Planck em Tuebingen (284,285) (Figura 1I). Usamos as ferramentas (i) HHblits
como método de geragdo de alinhamento (286) utilizando 75% como cobertura de
sequéncia, 10°® como P-value e 10 como numero maximo de hits; (ii) HHsearch para
busca de homologo no banco Protein Data Bank (PDB;
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do); e (iii) HHpred para predi¢do de funcdo e
estrutura de proteinas com as op¢des padrao, ou seja, alinhamento local e classificagdo

da similaridade da estrutura secundaria.

3.1.9 SignificAncia metabdlica

A fim de esclarecer a relevancia dos alvos enzimaticos putativos de L. major em
termos da desorganizagdo metabdlica que se espera da inativacao deles, seus respectivos
EC foram buscados na base de dados da via KEGG
(http://www.genome.jp/kegg/pathway.html). Em seguida, foi realizada uma busca
porinser¢ao de cada EC na via metabdlica ao fim de diagnosticar se sua inativagao
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poderia afetar o parasito L. major sem ter consequéncias deletérias sobre o metabolismo
humano e, consequentemente, se essas enzimas poderiam ser usadas como alvos para

desenvolvimento de farmacos (Figura 1J).

3.1.10 Comparacio de sequéncias de enzimas estritamente especificas de L.

major com outros parasitos

Como uma enzima especifica de L. major, em comparacdo com H. sapiens,
também poderia ter pares homologos em outros parasitos humanos (Figura 1K) e,
eventualmente, pudesse servir como alvo para o desenvolvimento de medicamentos
nesses organismos, homologias de sequéncia foram buscadas entre as enzimas

estritamente especificas de L. major e as proteinas nos organismos listados na Tabela 1.
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Tabela 1: Fonte de dados dos parasitas humanos importantes para comparagdo com

enzimas estritamente especificas de L. major.

Organismo GenBank RefSeq
Assembly ID'  Atualizacdo ID  Assembly ID'  Atualizacdo ID
Fungi
C. neoformans
sorotipo JEC 21 091045.1 111678 091045.1 256138
sorotipo B- 3501 A 149385.1 172358 149385.1 172378
H. capsulatum
sorotipo Nam1 149585.1 172628 149585.1 293588
C. immitis 149335.2 292488 149335.2 1741148
Helminths
S. mansoni 237925.2 557858 237925.1 3549348
B. malayi 002995.2 449758 002995.3 451858
L. loa 183805.3 1163928 183805.2 4196238
Protozoan
T. gondii 006565.2 751938 006565.2 3557728
T. cruzi 209065.1 271488 209065.1 271508
T. brucei 002445.1 522118 002445.1 2888
L. major 002725.2 283598 002725.2 402998
L. donovani 227135.2 405018 227135.1 405068
cepa BPK282A1
L. braziliensis 002845.2 515698 002845.2 515718
cepa M2904
P. falciparum
sorotipo 3D7 002765.1 256198 002765.3 360518
sorotipo Dd2 149795.1 172858 NA* NA
sorotipo HB3 149665.2 2204658 NA NA
G. lamblia 002435.1 278778 002435.1 284418
Bacteria
S. aureus JH9 016805.1 17608 016805.1 37908
(MRSA/VRSA)
S. pyogenes M1 GAS 006785.2 1009368 006785.2 1851728
M. tuberculosis 195955.2 538028 195955.2 538048

cepa H37Rv
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'Assembly ID no formato XXX 000YYYYYY.Z onde X é o nimero identificador do banco como GCA e
GCF que indicam a sequéncia proveniente do GenBank e RefSeq, respectivamente, Y indica o nimero de

acesso e Z o numero da versdo. 2NA significa ndo associado.

Caso uma enzima destes organismos estivesse presente no KEGG (versao 81.0 - 1
de janeiro de 2017), sua anotagdo de EC seria comparada com a de L. major. Caso o EC
ndo estivesse presente, ndo sendo possivel uma comparagdo de anotacdes, seria
necessaria uma comparagao de sequéncia utilizando o BLASTp. Para que as homologias
com a sequéncia de L. major fossem significativas a regido da homologia deveria ter
uma cobertura de pelo menos 75% da sequéncia qguery, identidade =35%, uma E-value

<10-* e um score =120 (287).

3.1.11 Analise Filogenética

O efeito letal da inibi¢do de REL1 foi mostrado em Trypanosoma brucei por
Panigrahi et al. (288) que identificaram MP52 como a sequéncia associada a RELI
(289). A associacao de sequéncias REL1 entre T. brucei, Trypanosoma cruzi e L. major
foi claramente estabelecida pelo alinhamento (290) e permitiu atribuir inequivocamente
a fun¢do REL1 a LmjF.01.0590. Por outro lado, as sequéncias completas do genoma
foram produzidas para Bodo saltans e Trypanoplasma borreli que pertencem,
respectivamente, a 2 ordens diferentes, isto ¢, Eubodonida e Parabodonida, em
Metakinetoplastina (291). Essa relagdo permitiu testar a hipotese de se as sequéncias
REL pertencentes ao EC:6.5.1.3 surgiu apenas dentro de 7Trypanosomatidae ou em outro

nivel taxondmico mais alto de Metakinetoplastina.
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Das sequéncias completas do genoma de B. saltans (GenBank Assembly ID:
GCA _001460835.1, ID da Versao: 2707578) e T. borreli
(http://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/protozoa/trypanoplasma-borreli.html),
foram encontradas sequéncias que codificam REL1 dentro da sequéncia NODE 50574
através de uma pesquisa tBLASTn de LmjF.01.0590 no arquivo

Trypanoplasma borreli_contigs 20120411.fa.gz.

As sequéncias RELI1 de T. brucei, T. cruzi, L. major, B. saltans e T. borreli foram
alinhadas utilizando a ferramenta ClustalW. As colunas correspondentes as lacunas
foram eliminadas, e a melhor relacdo filogenética foi obtida usando o méximo de
verossimilhanga com MEGA7.57. O modelo de substitui¢do foi Jones-Taylor-Thornton,
a taxa entre os sites foi considerada uniforme e a inferéncia da arvore foi obtida por

intercAmbio de vizinhos mais proximo (Nearest Neighbor Interchange).

3.2 Busca de Enzimas Especificas em F. oxysporum (Confirmacio de

Submissao de Artigo — Anexo 2)

3.2.1 Conhecimento utilizado

A base de dados do KEGG foi utilizada para obter anotagdes enzimaticas e suas
correspondentes sequéncias de proteinas (versao 74.0, 1 de abril de 2015). Verificou-se
que as reagdes enzimaticas eram especificas de Fusarium graminearum em comparagao
com A. thaliana quando os ECs da lista KEGG de F. graminearum nao foram

encontrados na lista de 4. thaliana.
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Na natureza, existe uma formae speciale de F. oxysporum que ¢ patogénica para
A. thaliana, no entanto, nem o genoma de F. oxysporum nem a sua anotacao enzimatica,
EC, estavam disponiveis no KEGG quando o estudo foi realizado. Portanto, os dados de
EC do fungo F. graminearum foram utilizados, uma vez que seus dados gendmicos
estavam disponiveis no KEGG. As duas listas de ECs de F. graminearum e A. thaliana
foram retiradas do KEGG e comparadas para encontrar o subconjunto de ECs
especificos de F. graminearum. Foram utilizadas anotagdes do KEGG para recuperar
sequéncias de proteinas com os nomes de acessos associados ao ECs especificos de F.
graminearum. Posteriormente, foi realizada uma comparacdo através de BLAST para
verificar homologia entre as enzimas de F. oxysporum e as enzimas de F. graminearum

caracterizadas como especificas em comparagdo com A. thaliana.

3.2.2 Pesquisa de enzimas ortologas em F. oxysporum

Com o acesso do UniProtKB recuperamos as enzimas correspondentes aos ECs
considerados especificos de F. graminearum e a partir destas sequéncias identificamos
as enzimas ortologas de F. oxysporum (cepa Fo5176) usando a ferramenta OrthoDB
(292) (http://www.orthodb.org/). Quando uma fun¢do enzimatica estava ausente, esta foi
transferida de F. graminearum para F. oxysporum (cepa Fo5176) sob a condigdo de que
fossem atingidos os limiares de identidade >35%, E-value <10, score >120 e cobertura

de alinhamento >75% (BLASTp) (287).
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3.2.3 Hidden Markov model

As sequéncias de proteina de F. oxysporum que sao candidatas a serem especificas
no contexto da relagdo hospedeiro-parasito com a planta A. thaliana foram submetidas
separadamente a ferramenta HHblits online (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhblits) sob
os parametros padrao proposto para uma pesquisa de homologia usando o HMM como
descrito em 3.1.8. As sequéncias de F. oxysporum que obtiveram um Ahit com qualquer
sequéncia das quinze plantas utilizadas neste estudo foram consideradas falsas positivas
e foram removidas da lista de proteinas especificas de F. oxysporum para o par
hospedeiro-parasito considerado. Apenas as sequéncias que nao produziram um kit com

uma das quinze plantas na analise foram consideradas especificas do fungo.

3.2.4 Depuracao das enzimas especificas para casos falsos positivos

Por homologia de sequéncia (tBLASTn), o subconjunto de enzimas especificas de
F. oxysporum, como inferido de F. graminearum, foi comparado com o genoma de 4.
thaliana e de outras 14 espécies de plantas que sdo hospedeiras naturais de F.
oxysporum: B. rapa, Cajanus cajan, Carica papaya, G. max, Gossypium raimondii, J.
curcas, Linum usitatissimum, Lotus japonicus, Medicago truncatula, Populus
trichocarpa, Prunus pérsica, R. communis, Solanum lycopersicum, Theobroma cacao
(Tabela 2). Essas comparagdes adicionais permitiram descobrir a ocorréncia de falsos
positivos, mas também a conservagdo da especificidade de EC entre F. oxysporum em
uma amostra significativa da sua gama de hospedeiros. No entanto, a depura¢dao de
dados para falsos positivos foi continuada apenas com A. thaliana, uma vez que esta ¢é

uma planta modelo utilizada para pesquisas cientificas e com B. rapa, G. max, R.
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communis e J. curcas devido as suas importancias econdmicas, em particular na
produgdo de biodiesel. O procedimento descrito na se¢do 3.1 (282) foi aplicado de
forma equitativa para as cinco espécies de plantas de acordo com os dados do genoma e

proteina, conforme disponivel nas bases de dados listadas na Tabela 3.
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Tabela 2: Fontes dos dados de genomas completos e proteinas das plantas utilizadas

para comparagdo de similaridade com F. graminearum.

Planta Banco de dados Vesrdo e data Numero de

da atualizacdo Proteinas

A. thaliana ftp:/ftp.jgi- V9.0; 35386
psf.org/pub/compgen/phytozome/v9.0/At  13/12/2013
haliana/annotation/

Brassica rapa  ftp://brassicadb.org/Brassica rapa/Bra sc V1.2; 41173
affold/ 16/02/2013

Cajanus cajan  http://gigadb.org/dataset/100028 V5.0; 48680

2001/11/12

Carica papaya  ftp://ftp.jgi- V9.0; 27760
psf.org/pub/compgen/phytozome/v9.0/Cp  13/12/2012
apaya/annotation/

Glycine max ftp://ftp.jgi- V9.0; 73320
psf.org/pub/compgen/phytozome/v9.0/G ~ 13/12/2012
max/annotation/

Gossypium ftp://ftp.jgi- V9.0; 77267

raimondii psf.org/pub/compgen/phytozome/v9.0/Gr  13/12/2012
aimondii/annotation/

Jatropha ftp://ftp.kazusa.or.jp/pub/jatropha/ V4.5; 57437

curcas 11/06/2012

Linum ftp:/ftp.jgi- V9.0; 43484

usitatissimum  psf.org/pub/compgen/phytozome/v9.0/Lu  13/12/2012
sitatissimum/annotation/

Lotus ftp://ftp.kazusa.or.jp/pub/lotus/lotus 2.5 V2.5; 38482
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Jjaponicus 21/10/2010

Medicago http://jcvi.org/medicago/display.php? V4.0; 62317

truncatula pageName=General&section=Download  31/07/2013

Populus http://dendrome.ucdavis.edu/ftp/Genome  V2; 26/08/2010 45033

trichocarpa _Data/genome/Potr/v2/

Prunus ftp://ftp.bioinfo.wsu.edu/species/Prunus . V1.0; 28702

persica persica/Prunus_persica- 10/04/2013
genome.v1.0/genes/

Ricinus ftp:/ftp.jgi- V9.0; 31221

communis psf.org/pub/compgen/phytozome/v9.0/Rc  13/12/2012
ommunis/annotation/

Solanum ftp://ftp.solgenomics.net/tomato_genome/ V2.4; 34724

lycopersicum annotation/ITAG2.4 release/ 15/08/2014

Theobroma http://www.cacaogenomedb.org/Tcacao g V1.1; 46143

cacao enome_vl.l#tripal analysis-downloads-  28/03/2012

box

Tabela 3: Endereco eletronico utilizados para obter o genoma, as sequéncias proteicas e

genes de A. thaliana, G. max, B. rapa, R. communis e J. curcas.

Genoma Proteina Gene
A. thaliana https://www.Arabidopsis.org/d  ftp://ftp.Arabidopsis. https://www.Arab
ownload files/Genes/TAIR10  org/home/tair/Protei  idopsis.org/servlet

genome release/TAIR10 chro ns/TAIR10 protein 1 s/Search?

mossome_files/TAIR10 chr al ists/TAIRIO pep 20 action=new_searc

l.fas 110103 representati  h&type=gene
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ve gene model

G. max ftp://ftp.jgi- ftp://ftp.jgi- plants.ensembl.or
psf.org/pub/compgen/phytozo  psf.org/pub/compgen g/Glycine max/In
me/v9.0/Gmax/Gmax_189.fa /phytozome/v9.0/Gm  fo/Index

ax/Gmax_189 protei
n.fa
B. rapa ftp://brassicadb.org/Brassica_ra ftp://brassicadb.org/  plants.ensembl.or

pa/Bra_Chromosome V1.2/

Brapa sequence v1.2.fa

Brassica_rapa/Bra C
hromosome V1.2/

Brassica _rapa v1.2.

g/Brassica_rapa/l

nfo/Index

pep

R. communis  ftp://ftp.jgi- ftp://ftp.jgi- Castorbean.jcvi.or
psf.org/pub/compgen/phytozo  psf.org/pub/compgen g/downloads.php/
me/v9.0/Rcommunis/annotatio  /phytozome/v9.0/Rc  TIGR castorWG
n/Rcommunis_119.fa ommunis/annotation/ S release 0.1.gen

Rcommunis_119 pr

otein.fa

e.fsa

J. curcas

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/as
sembly/GCF_000696525.1/GC
F 000696525.1 JatCur 1.0 ge

nomic.fna

/
kegg/genes/organism

s/jcu/T03922.pep

http://www.ncbi.n

Im.nih.gov/gene/

Resumidamente, as pesquisas de homologia (tBLASTn) entre as proteinas de F.

oxysporum e genomas de plantas foram realizadas para verificar se a funcdo de enzima

fingica foi codificada por uma regido intergénica ndo anotada.

62


ftp://bradata:zhl410ivf@brassicadb.org/Brassica_rapa/Bra_Chromosome_V1.2/Brassica_rapa_v1.2.pep.gz
ftp://bradata:zhl410ivf@brassicadb.org/Brassica_rapa/Bra_Chromosome_V1.2/Brassica_rapa_v1.2.pep.gz

Em caso de hit, as coordenadas gendmicas das posi¢des inicial e final no
cromossomo da planta foram recuperadas para identificar as proteinas codificadas pelas
sequéncias nessas coordenadas. O arquivo de anotac¢do de genes (Tabela 2), que contém
informagdes sobre coordenadas genOmicas e sequéncias das proteinas das plantas
analisadas, foi usado para apoiar esta analise. Com isso, uma busca de similaridade com
tBLASTn foi realizada entre as sequéncias protéicas das enzimas das plantas e suas
respectivas regidoes de DNA de plantas como codificadas pelos genes detectados nas
coordenadas gendmicas com mais ou menos de 10 kb. Para conferir a consisténcia de
anotacdes, através do mapeamento de posi¢do de exons e a identificagdo de seu quadro
de leitura as homologias detectadas foram comparadas com as coordenadas de seus

genes de codificacdo conforme documentado em seus arquivos de anotacdes online.

Em casos de um kit com uma regido de DNA ndo anotada, a sequéncia de plantas
homologas no quadro de leitura (query) foi utilizada para uma busca por similaridade
com as proteinas anotadas correspondentes na secao nr do GenBank através da interface
online BLAST (www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Em seguida, o homdlogo de
planta que foi inferido foi confirmado por compara¢do com a regido gendmica a partir
da qual foi extraida e, finalmente, as duas sequéncias de plantas e fungos foram

comparadas por homologia e analogia como descrito anteriormente (se¢do 3.1; (282)).

3.2.5 Significincia metabdlica

A metodologia para obtencdo da significAncia metabolica das enzimas foi

realizada conforme o item 3.1.9 deste documento.

63



3.3 Validacao das Enzimas Especificas por Andlise de Balango de Fluxo

— FBA

3.3.1 Analise de balanco de fluxo da reconstrucio metabdlica de F.
oxysporum

As reagdes metabdlicas, que caracterizam a conversao de substratos em produtos,
podem ser representadas matematicamente na forma de uma matriz estequiométrica S,
onde S,,, representa o coeficiente estequiométrico do metabolito m (m = 1, ..., M) na
reacdo n (n =1, ..., N), que € negativo no caso de substratos e positivo de outra forma.
Em tais modelos, o crescimento é representado por uma reagdo em que os substratos sao
precursores de biomassa com estequiometria igual a sua quantidade relativa na
composi¢ao celular. No modelo de equilibrio de fluxo do metabolismo celular, a célula é
assumida em estado estacionario, onde a concentragdo de cada metabdlito intracelular
(diferente dos metabolitos que constituem a biomassa) permanece constante no tempo.
Assim, as taxas de reagdo estaciondrias (fluxos) que consomem e produzem um

metabolito devem se equilibrar (equagdo 1),

Smnfn:()
(1)

M-

onde f, denota o fluxo de reacao n. O estudo do espago de solugdo definido pela equagao
1 juntamente com as restrigdes de fluxo para as taxas de absor¢cdo de substratos
extracelulares constitui a base do FBA. Na maioria dos casos, ha mais reagdes do que
metabolitos e, consequentemente, solucdes multiplas para o problema podem-se
encontrar. Uma forma de resolver esta ambiguidade ¢ de identifica qual estratégia esta
associada a producdo maxima de biomassa entre as diferentes solucdes ja que um

organismo sempre busca maximizar o seu crescimento. Se as relagdes das reagcdes gene-
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proteina forem fornecidas, relacionando genes a reagdes, pode-se preformar estudos de
essencialidade genética que restrinjam o fluxo de reacdes associado a um gene
especifico para zero, o que ¢ chamado de essencial se a remog¢do dele direciona a

producgdo de biomassa para zero.

Como primeiro passo para a caracterizacdo de alvos, encontramos o conjunto de
genes essenciais relacionados a enzima na reconstru¢do metabolica de F. oxysporum
(293). O modelo se encontra disponivel no banco de dados Biomodels
(https://wwwdev.ebi.ac.uk/biomodels) como MODEL1302010014 e compreende 2.346
reacdes, 2.170 metabolitos e 882 genes que fornecem relagdes de reagdes gene-proteina

para 2.069 reacdes.

Finalmente, 6 genes representando 6 novas atividades enzimaticas foram inseridas
de forma a atualizar a reconstru¢ao metabolica de F. oxysporum com as enzimas

especificas deste fungo em relagdo as cinco espécies de plantas, incluindo A. thaliana.

3.3.2 Deteccao de homologia entre genes de F. oxysporum e A. thaliana

Consideramos como pares de genes homoélogos os pares que apresentaram valores
de E-value < 10 utilizando a ferramenta BLAST para a identificagdo da homologia. Os
pares de sequéncia que além de apresentar o valor de E-value < 10 obtiveram uma
pontuacdo de score >120 foram classificados como homologos e aqueles com score

<120 foram classificados como analogos (18).
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3.3.3 Modelagem tridimencional das duas enzimas analogas consideradas

criticas

As estruturas 3D de proteinas molde para modelagem in silico de proteinas por
homologia foram obtidas no banco de estruturas do PDB usando o método HHsearch
hospedado no Mobyle. Os modelos 3D de sequéncias query foram entdo gerados pelo
procedimento HHalign-Kbest (294) que realiza alinhamentos HHM com base em
sequéncias primdrias e estruturas 3D de moldes de referéncia. Ao identificar um hit
significativo, HHalign-Kbest gerou automaticamente de 20 a 50 modelos internamente e
ranqueou os cinco melhores moldes classificados de acordo com os Z-scores calculados
com Qmean4 (295). Entretanto, apenas o melhor modelo foi utilizado para a modelagem

por homologia.

3.3.4 Analises fisico-quimicas

O calculo de cargas eletrostaticas nos sitios ativos foi realizado com o servidor
PDB2PQR utilizando a andlise de Poisson-Boltzmann (296). O carater de hidropatia foi

determinado de acordo com a escala Kyte-Doolittle (297) com Chimera UCSF (298).
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4. RESULTADOS

4.1 Busca de Enzimas Especificas em L. major

4.1.1 Metodologia de filtragem de enzimas estritamente especificas de L.

major em comparaciao com H. sapiens

Comparando os conjuntos completos de (1) 8.265 sequéncias de L. major, sendo
que 1.547 sequéncias possuiam ECs (341 ECs ndo redundantes) e (2) 20.834 sequéncias
de H. sapiens com 6.599 sequéncias possuindo ECs (384 ECs ndo redundantes)
provenientes do KEGG, a ferramenta AnEnPi obteve como resultado uma lista de 67
sequéncias de proteinas correspondendo a 42 atividades enzimdticas que eram

consideradas especificas para L. major em comparacao com os seres humanos.

A partir das 67 enzimas (42 ECs) obtidas pelo AnEnPi, 15 sequéncias (13 ECs) de
L. major produziram 79 hits homologos com o genoma humano em CCDSs, de acordo
com a anotagdo feita pelo Ensembl, deixando 52 enzimas (29 ECs) de L. major sem
nenhuma homologia com o genoma humano (Figura 4A). Ao comparar as coordenadas
das estruturas genéticas (exons + introns) relatadas pelo Ensembl para as CCDSs com as
coordenadas das homologias dadas pela pesquisa tBLASTn de sua sequéncia proteica
com o genoma humano (exons putativos), foram identificadas muitas inconsisténcias
nas anotacdes das CCDS do Ensembl (Figura 4B). Ao analisar os 79 hits, identificamos
64 CCDS nao consistentes onde os exons putativos foram (1) associados a mesma
proteina, mas apareceram em ambas as fitas “+” e “-” dos genes, o que ¢ impossivel
dado o processo de traducdo ou (2) simplesmente privado de uma associagdo proteica,

impossibilitando qualquer inferéncia adicional (Tabela S1, ¢f acesso pagina 49).
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= - - Selecionar as enoimas Leitura do con de enzimas
Leit do de enzimas . : m
de L major do KEGG _u_‘_’ consideradas especificas (4 de H sapiens do KEGG _u
_______-—-'-'___

Total seq: 8.165 Total seq.: 200834
Seq. com EC: 1547 Seq. com EC: 6399
Nrd EC: 341 Nrd EC: 384
A: Existe
Sim homologia Nio

com o
genoma Seq. 32
Humana? EC: 20

Nio I
Seq. 64 Falso positivo

Seq. 4
5im Hir 4

Seq. 15 (15 CCDS)
EC: 13

K: Busca por semalanidade entre
enrimas espacificas de L. mgor &

Figura 4: Fluxograma do processo de depuracdo das enzimas estritamente especificas.

Nrd significa ndo-redundante.
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Entre as 15 enzimas de L. major, 14 apresentaram homologia com as proteinas de
H. sapiens de acordo com Ensembl e 1 enzima (LmjF.23.0270, pteridina redutase 1, EC
1.5.1.33) apresentou um kit com a propria sequéncia do genoma humano, mas ndo com
as CCDSs anotadas pelo Ensembl (Tabela 4). A Tabela 4 mostra que, além de
LmjF.23.0270, 4 outras enzimas de L. major também apresentaram hits com o genoma
humano, mas que ndo foram anotadas como CCDS pelo Ensembl. No entanto, nestes 4
casos (LmjF.18.1510, LmjF.18.1520, LmjF.26.2280 e LmjF.27.2440), homologias
também foram encontradas com CCDSs em outras coordenadas genomicas. No banco
de dados do nr, foram encontradas sequéncias de proteinas homologas para os hits
gendmicos humanos correspondentes a LmjF.23.0270, LmjF.18.1510, LmjF.18.1520 e
LmjF.27.2440 que ndao foram anotados como CCDS pelo Ensembl. Foi possivel
recuperar um modelo de gene completo apenas para EAX0113, o que significou que a
proteina hCG2039601 no cromossomo 18 na posicdo 19998852:19999097 bp nao
obteve uma anotacdo do Ensembl. Os modelos de genes para as 3 homologias nos
cromossomos humanos 8 e 6 foram parciais, o que indica que provavelmente devem ser
considerados como pseudogenes. Da mesma forma, LmjF.26.2280 (EC 3.5.5.1-
nitrilase) correspondeu a um pseudogene, pois foi possivel encontrar o codon de
terminacdo ("*") na regido homologa humana (subject) no alinhamento tBLASTn

(Figura 4D).
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Tabela 4: Proteinas de H. sapiens recuperadas do nr utilizando o trecho de DNA do
subject correspondente a regido homologa entre as proteinas de L. major e o genoma

humano como query.

Coordenada Proteinas Humanas Homodlogas
L. major id. Chr #'
Hit Gendomico nr
Funcio Acc. #
LmjF.18.1510, 19098173
8 PMCA?2a, parcial NP _064524°
LmjF.18.1520 -19098421
LmjF.18.1510, 19998852
18 hCG2039601 EAXO0113*
LmjF.18.1520 -19999097
3-hidroxibutirato
99622932
LmjF.23.0270 6 desidrogenase, AAHO01953°
-99623354
tipo 2
3-hidroxibutirato
99622770
LmjF.27.2440 6 desidrogenase, ABG2424°
-99623351
tipo 2
78509203
LmjF.26.2280 1 NA® NA
-78509814

'Chr # ¢é para a identificagdo do cromossomo. *Acc. # ¢ para o nimero de acesso. *Pseudogenes.

‘Auséncia de anotacdo. *NA ndo associado.

Os acessos equivalentes do KEGG e os ECs das 17 proteinas humanas do
Ensembl que foram homologas as 14 enzimas de L. major (14 ECs e 3 repeti¢des),
apresentadas na Tabela 3, foram classificadas em 3 categorias (Figura 4C). (1) Nove
enzimas foram anotadas com 8 ECs diferentes (1 repeticdo) em L. major, o que significa
que elas foram associadas a diferentes reagdes enzimaticas em L. major € humanos, ou
seja, elas podem ser consideradas especificas do ponto de vista funcional. (2) Trés

enzimas de L. major foram associadas a 2 ECs incompletas em humanos (1 repeti¢ao).
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(3) Cinco (1 repetigdo na categoria "nimeros EC diferentes") foram anotadas como
enzimas em L. major (4 ECs), mas seus homodlogos humanos ndo foram anotados como
enzimas (indefinido) (ver Tabela 5). Vale ressaltar que, em todos os 17 casos, a regido
homologa entre a proteina L. major e as sequéncias do genoma humano correspondeu
precisamente a um exon exclusivo. Essas regides conservadas, correspondentes aos

dominios proteicos, nunca foram interrompidas por um intron no genoma humano.
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Tabela 5: Anotac¢des de nimeros de EC de proteinas humanas homologas com enzimas

de L. major classificadas como especificas funcionais.

Acessos EC # Fun¢ao Enzimatica

Diferentes

Numeros de EC

LmjF.36.5960' 3.1.4.46  Glicerofosfodiéster fosfodiesterase

Hsa:51573%/006007°  3.1.4.44  Glicerofosfoinositol glicerofosfodiesterase

tRNA (5-metilaminometil-2-tiouridina)

LmjF.35.4250 2.1.1.64

-metiltransferase
Hsa:51805/132423 2.1.1.114  Poliprenil dihidroxibenzoato metiltransferase
LmjF.28.2910 1.4.1.4  Glutamato desidrogenase (NADP+)
Hsa:2747/182890 1.4.1.3  Glutamato desidrogenase [NAD(P)+]
LmjF.18.1510 3.6.3.6  H + -exportando ATPase
Hsa:478/105409 3.6.3.9  Nat/K+- trocando ATPase
LmjF.18.1520 3.6.3.6  H+- exportando ATPase
Hsa:478/105409 3.6.3.9  Nat/K+- trocando ATPase
LmjF.33.0680 1.3.1.71  Delta24(241)-esterol redutase
Hsa:7108/149809 1.3.1.70  Deltal4-esterol redutase
LmjF.05.0350 1.8.1.12  Tripanotiona redutase
Hsa:7296/198431 1.8.1.9  Tioredoxina redutase (NADPH)
LmjF.09.0770 3.4.21.83 Oligopeptidase B
Hsa:5550/085377 3.4.21.26  Prolil oligopeptidase
LmjF.30.1550 4.2.1.70  Pseudouridilato sintase

Hsa:83480/110060 5.4.99.45 tRNA pseudouridina (38/39) sintase

Nuamero de EC

incompleto

LmjF.26.2280 3.5.5.1  Nitrilase

Hsa:4817/158793 3.5.-.-  Nitrilase 1

LmjF.24.2030 1.1.1.100  3-oxoacil- [proteina transportadora de acil] redutase
Hsa:84869/145439 1.1.1.-  Oxidoredutase

LmjF.27.2440 1.1.1.100  3-oxoacil- [proteina transportadora de acil] redutase

Hsa:84869/145439 1.1.1.- Oxidoredutase

Numero de EC nao

associado

LmjF.14.0350 4.2.3.1  Treonina sintase

Hsa: NA*/185875 -mamm

LmjF.30.1550 4.2.1.70  Pseudouridilato sintase

Hsa: NA/198331 s

LmjF.30.0180 1.1.1.60  2-hidroxi-3-oxopropionato redutase
Hsa: NA/140632 s

LmjF.18.1510, 3.6.3.6  H+- exportando ATPase
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LmjF.18.1520

Hsa: NA/123191 —mmas

' Numeros de acessos do KEGG para L. major. > Numeros de acessos do KEGG para H. sapiens. *

Numeros de acessos do Ensembl para H. sapiens de acordo com o formato ENSG00000xxxxxx. ‘NA

significa ndo associado.

Ao comparar as distribuicdes de a-hélice e de folha-f nos pares homologos sob
"nimero EC diferente" e "nimero EC incompleto" (Tabela 5), ndo foram encontradas
diferenga significativa nos perfis 2D, o que sugeriu que a classificagdo dessas
sequéncias como funcionalmente especificas eram ambiguas. E somente em 5
sequéncias (4 ECs) sob "Numero EC ndo atribuido" (Tabela 5) que diferencas
significativas foram encontradas nos perfis 2D entre as duas regides dos pares
homologos (Tabela 5, Figura 4F). No entanto, entre estas 5 enzimas, apenas 2
(LmjF.14.0350 e LmjF.30.0180) ndo estiveram envolvidas em homologias com as de
"nimero de EC diferente". Essas 2 enzimas de L. major foram compostas por mais
folhas-B do que a-hélices, o que ndo ocorreu em suas contrapartes humanas, onde a

proporg¢ao entre folhas-f e a-hélices era aproximadamente a mesma.

A relagdo da andlise de distribuicdo 2D entre os dominios conservados de L.
major ¢ humanos nos levou a considerar, finalmente, 2 sequéncias das 15 sequéncias
(13 EC) que eram homologas aos seres humanos como enzimas funcionalmente

especificas em L. major em comparagdo com H. sapiens.

Considerando as enzimas putativamente especificas de L. major que
compartilharam ECs com as sequéncias classificadas como enzimas funcionalmente
especificas, 5 sequéncias (LmjF.18.0560, LmjF.19.1020, LmjF.26.0420, LmjF.36.1660 ¢
LmjF.28.2100) compartilharam 3 ECs (Tabela 6). Como essas sequéncias sio

estritamente especificas, ndo se espera que elas tenham contrapartes humanas; no
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entanto, o fato de que elas compartilham ECs com o grupo de enzimas que sdo
homologas ao genoma humano implica que elas poderiam ser andlogas a estas
sequéncias humanas. Essas 5 sequéncias foram desconsideradas, uma vez que o

proposito era filtrar enzimas estritamente especificas.

Tabela 6: Enzimas putativas funcionais e estritamente especificas de L. major que dividem

ECs.
L. major H. Sapiens' Classificacio*
Especificidade
EC Estrito EC? Acesso.’ EC
Funcional
3.63.9/
3.6.3.6 LmjF.18.1510 --- 105409/123191  Homologos
NA’®
3.63.9/
3.6.3.6 LmjF.18.1520 --- 105409/123191  Homologos
NA
3.6.3.6 - Lm;jF.18.0560 — - Analogos
4.2.1.70 LmjF.30.1550 --- 5.4.99.45 110060 Homologos
4.2.1.70 - Lm;jF.19.1020 - - Analogos
4.2.1.70 -—- LmjF.26.0420 -—- -—- Analogos
4.2.1.70 — LmjF.36.1660 - — Anélogos
3.1.4.46 LmjF.36.5960 --- 3.1.4.46 006007 Homologos
3.1.4.46 --- LmjF.28.2100 --- --- Analogos

'ECs e numeros de acessos do Ensembl para sequéncias humanas homdlogas com enzimas especificas
putatidas de L. major. *Quando um EC humano néo se encontrou disponivel sob “ntimero de EC ndo
associado”, foi atribuida a classificagdo “Diferentes Numeros de EC” (Table 5) seguindo o padaro
“Diferentes Numeros de EC”/Numero de EC ndo associado”. *0O mesmo padrio foi atribuido em “*” para
os numeros de acessos provenientes do Ensembl. *Quando uma proteina do Ensembl homéloga a uma
enzima especifica putative de L. major esta disponivel, a sua relagdo deve ser de homologia; quando esta
enzima do Ensembl ndo esta disponivel, ndo existe homologia e o parcamento somente ¢ através da

func¢do enzimatica (EC), por exemplo, analogia. *NA significa ndo associado.
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4.1.2 Enzimas estritamente especificas de L. major

Através de uma verificacdo adicional de homologia remota com HHpred e
HHsearch (Figura 4I), 7 sequéncias (LmjF.07.0270, LmjF.14.0180, LmjF.16.0530,
LmjF.17.0140, LmjF.18.0200, LmjF.33.2540 e LmjF.36.3590) (6 ECs) foram
consideradas homologas distantes e foram filtradas a partir das enzimas putativamente

especificas na Figura 4H (47 sequéncias, 29 ECs).

Uma analise de homologia das 40 sequéncias (23 ECs) restantes (Tabela 7) entre
os Tritryps e o Plasmodium falciparum mostrou que L. major (query) compartilhou: (1)
9 sequéncias com 24 sequéncias de 7. cruzi, (2) 7 sequéncias com 18 sequéncias de 7.

brucei e (3) 2 sequéncias com 1 sequéncia de P. falciparum (Tabela 8).

Tabela 7: Enzimas especificas de L. major apss filtragem com HMM.

Acesso Funciao Enzimatica EC Metabolismo
LmjF.07.0260 Homoserina desidrogenase 1.1.1.3* Aminodacidos
LmjF.17.1360 L-gulonolactona oxidase 1.1.3.8* Ascorbato

Ascorbato peroxidase,
LmjF.34.0070 1.11.1.11 Ascorbato
putativa
Degradacao
LmjF.26.2610 Salicilato hidroxilase 1.14.13.1%*
policiclica
LmjF.30.0610 Nitrato redutase, putativo 1.7.1.1* Nitrogénio

S-metiltransferase de 5-
LmjF.31.0010 metiltetra-hidropteril- 2.1.1.14%* Aminoécidos

triglictamato-homocisteina

LmjF.36.2380, Esterol 24-c-metiltransferase,

2.1.1.41 Esterdides
LmjF.36.2390 putativa
Fosfolipidico: diacilglicerol
LmjF.09.1040 2.3.1.158* Glicolipideos
aciltransferase, putativa
LmjF.30.3080 Homoserina quinase 2.7.1.39 Energético,
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aminoacidos

Carboidratos,
LmjF.17.1160 UDP-agucar pirofosforilase 2.7.7.64
Ascorbato
Piruvato fosfato diquinase,
LmjF.11.1000 2.79.1 Fixagdo de carbono
putativa
LmjF.36.4640 Esterase de acido ferulico 3.1.1.73* Carboidratos
LmjF.31.2300, ’
Nuclease S1, putativa 3.1.30.1 Acidos nucleicos
LmjF.31.2310
LmjF.04.0310,
LmjF.04.0320,
Beta-frutofuranosidase,
LmjF.23.0870, 3.2.1.26 Carboidratos
putativa
LmjF.23.0880,
LmjF.35.0640
LmjF.29.2800 Purina nucleosidase, putativa  3.2.2.1 Nucleétido
LmjF.10.0460,
LmjF.10.0465,
LmjF.10.0470, GP63, leishmanolisina
3.4.24.36
LmjF.10.0480, (protease)
LmjF.31.2000,
LmjF.28.0570
LmjF.34.3250 Indol-piruvato 4.1.1.74 Aminoécidos
descarboxilase, putativa
LmjF.09.0360, DNA fotoliase 4.1.99.3 Nucleoétido
LmjF.33.0470
LmjF.14.0460 Cistationina beta-liase 44.1.8 Aminoécidos
LmjF.19.0985,
LmjF.19.0995, 4-cumarato-COA ligase 6.2.1.12* Aminoacidos
LmjF.19.1005
LmjF.26.0830 Aspartato - amonia ligase, 6.3.1.1 Aminodacidos
putativo
LmjF.27.1870, Tripanotiona sintase, putativa 6.3.1.9 Glutationa

LmjF.36.4300,
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LmjF.23.0460

LmjF.01.0590, ’
RNA ligase 6.5.1.3 Acidos nucleicos
LmjF.20.1730

* EC sem nenhuma informagdo na literature de Tritryps para desenvolvimento de

farmacos.
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Tabela 8: Proteinas homologas de T. cruzi, T. brucei e P. falciparum homologas as

enzimas especificas estritas de L. major.

T. cruzi vs. L. major

T. brucei vs. L. major

P. falciparum vs. L.

major
TcCLB.5037  LmjF.34.0070 Tb10.v4.0247 LmjF.36.2380  PFDG 021 LmjF.10.0460
45.30 LmjF.36.2390  71TO LmjF.10.0465
TeCLB.5041  LmjF.36.2380 Tb427.01.3030 LmjF.20.1730
91.10 LmjF.36.2390
TeCLB.5041  LmjF.36.2380 Tb427.02.4370 LmjF.27.1870
91.19 LmjF.36.2390
TeCLB.5056  LmjF.36.2380 Tb427.10.6910 LmjF.36.2380
83.10 LmjF.36.2390 LmjF.36.2390
TeCLB.5061  LmjF.34.0070 Tb427.10.6950 LmjF.36.2380
93.60 LmjF.36.2390
TeCLB.5062  LmjF.11.1000 Tb427tmp.02.4150 LmjF.11.1000
97.190
TeCLB.5063  LmjF.20.1730 Tb427tmp.160.2970  LmjF.01.0590
63.110
TeCLB.5069  LmjF.20.1730 Tb927.1.3030 LmjF.20.1730
75.9
TeCLB.5081  LmjF.29.2800 Tb927.10.6910 LmjF.36.2380
53.640 LmjF.36.2390
TcCLB.5090  LmjF.09.0360 Tb927.10.6950 LmjF.36.2380
27.10 LmjF.36.2390
TeCLB.5101  LmjF.11.1000 Tb927.11.6280 LmjF.11.1000
01.140
TcCLB.5101  LmjF.01.0590 Tb927.2.4370 LmjF.27.1870
55.20
TeCLB.5101  LmjF.36.2380 Tb927.9.4360 LmjF.01.0590
85.10 LmjF.36.2390
TeCLB.5103  LmjF.29.2800 Tbg.972.2.2440 LmjF.27.1870
15.10
TeCLB.5103  LmjF.26.2610 Tbg972.1.1840 LmjF.20.1730
41.4
TeCLB.51158 LmjF.01.0590 Tbg972.10.8450 LmjF.36.2380
5.20 LmjF.36.2390
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TCSYLVIO_ LmjF.11.1000 Tbg972.11.7080 LmjF.11.1000

001633

TCSYLVIO_  LmjF.11.1000 Tbg972.9.2300 LmjF.01.0590

001634

TCSYLVIO_ LmjF.01.0590

003430

TCSYLVIO_  LmjF.34.0070

004399

TCSYLVIO_ LmjF.29.2800

004443

TCSYLVIO_  LmjF.36.2380

007533 LmjF.36.2390

TCSYLVIO_ LmjF.20.1730

008411

TCSYLVIO_  LmjF.11.1000

008551

Das 40 enzimas estritamente especificas (23 ECs) (Tabela 7), 32 (19 ECs) foram
desconsideradas, pois ndo pareciam estar relacionadas com enzimas essenciais em uma

posicao central nos mapas metabdlicos, conforme documentado pelo KEGG (Figura 4J).

Apenas 8 enzimas especificas, correspondendo a 4 ECs (EC:2.1.1.41 com 2
sequéncias paralogas: LmjF.36.2380 e LmjF.36.2390; EC:2.7.9.1 com 1 sequéncia:
LmjF.11.1000; EC:6.3.1.9 com 3 sequéncias pardlogas: LmjF.23.0460, LmjF.27.1870 e
LmjF36.4300, ¢ EC 6.5.1.3 com 2 sequéncias pardlogas: LmjF.01.0590 e
LmjF.20.1730), poderiam ser consideradas candidatas potenciais para o0
desenvolvimento de medicamentos. A relagdo completa de paralogia e analogia de genes
e singularidade das 67 sequéncias obtidas pelo AnEnPi como enzimas supostamente

especificas de L. major em comparagdo com humanos ¢ dada na Tabela 9 e Tabela 10.
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Tabela 9: Relacdo de paralogia ou analogia entre os grupos de proteinas de L. major.

L. major
Grupos' Numero EC Nome Localizaciao Gene Relacao
Acesso.”
Crom.
Inicio Fim
#
3-oxoacil- [proteina
1 LmjF.24.2030 1.1.1.100 transportadora de 24 752837 753616  Analogia
acil] redutase
LmjF.27.2440 27 1079832 1080713 Analogia
Esterol 24-C-
2 LmjF36.2380 2.1.1.41 36 961263 962324  Paralogia
metiltransferase
LmjF.36.2390 36 965198 966259  Paralogia
3 LmjF.31.2300 3.1.30.1 Nuclease S1 31 1138947 1140095 Paralogia
LmjF.31.2310 31 1141911 1143047 Paralogia
Glicerofosfodiéster
4 LmjF28.2100 3.1.4.46 28 819522 820571 Analogia
fosfodiesterase
LmjF.36.5960 36 2296398 2297348 Analogia
Beta-
S LmjF.04.0310 3.2.1.26 4 103123 105045 Paralogia
frutofuranosidase
LmjF.04.0320 4 106566 108026  Paralogia
LmjF.23.0870 23 430918 432576  Paralogia
Lm;jF.23.0880 23 435934 437475 Paralogia
LmjF.35.0640 35 302145 305417  Paralogia
6 LmjF.14.0180 3.4.17.19 Carboxipeptidase 14 46644 48158  Paralogia
LmjF.33.2540 33 1138885 1140384 Paralogia
7 LmjF.10.0460 3.4.24.36 Leishmanolisina 10 213345 215153 Paralogia
LmjF.10.0465 10 216396 218204 Paralogia
LmjF.10.0470 10 219443 221377 Paralogia
LmjF.10.0480 10 223401 225209 Paralogia
LmjF.28.0570 28 201489 203189 Paralogia
LmjF.31.2000 31 979311 981221 Paralogia
H + -exportando
8 LmjF.18.0560 3.6.3.6 18 228469 229707  Sem hit’
ATPase
LmjF.18.1510 18 679523 682447 Paralogia
LmjF.18.1520 18 684689 687613  Paralogia
9 LmjF.09.0360 4.1.99.3 DNA fotoliase 9 145424 148228  Paralogia
LmjF.33.0470 33 207188 208813  Paralogia
10 LmjF.19.1020 4.2.1.70 Pseudouridilato 19 420290 421867 Analogia
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sintase

LmjF.26.0420 26 114341 116431  Analogia
LmjF.36.1660 36 652829 654913  Analogia
LmjF.30.1550 30 548003 549499  Analogia
4-cumarato-COA
11 LmjF.19.0985 6.2.1.12 19 398614 400455 Paralogia
ligase
LmjF.19.0995 19 403723 405531 Paralogia
LmjF.19.1005 19 410749 412560 Paralogia
12 LmjF.23.0460 6.3.1.9 Tripanotiona sintase 23 174520 175317 Paralogia
LmjF.27.1870 27 806164 808122  Paralogia
LmjF.36.4300 36 1657674 1659923 Paralogia
13 LmjF.01.0590 6.5.1.3 RNA ligase 1 163208 164482  Paralogia
LmjF.20.1730 20 715134 716390  Paralogia

' Cltrs para os grupos.

2 Acc. para os numeros de acessos das proteinas de L. major.

3 Sem hit para as enzimas agrupadas no mesmo grupo.

Tabela 10: Enzimas especificas cujos genes sdo unicos no genoma de L. major.

Acesso L.
Nuamero EC Localizacdo Gene
major
Cromo. Inicio Fim
#

LmjF.07.0260 1.1.1.3 7 104668 103568
LmjF.17.1360 1.1.3.8 17 637740 639248
LmjF.34.0070 1.11.1.11 34 22865 23776
LmjF.26.2610 1.14.13.1 26 1052042 1053406
LmjF.30.0610 1.7.1.1 30 208677 207067
LmjF.16.0530 1.3.3.1 16 192940 191978
LmjF.31.0010 2.1.1.14 31 5558 3246
LmjF.09.1040 2.3.1.158 9 428023 425966
LmjF.36.3590 2.5.1.47 36 1394413 1393412
LmjF.30.3080 2.7.1.39 30 1161470 1160445
LmjF.17.1160 2.7.7.64 17 567197 569089
LmjF.11.1000 2.7.9.1 11 407502 410246
LmjF.36.4640 3.1.1.73 36 1794330 1796072
LmjF.29.2800 3.2.2.1 29 1184172 1185173
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LmjF.17.0140 3.4.11.14 17 108084 106813

LmjF.07.0270 3.5.1.16 7 108286 107093
LmjF.34.3250 4.1.1.74 34 1443491 1445143
LmjF.14.0460 4.4.1.8 14 152236 153615
LmjF.18.0200 5.4.99.9 18 100496 99021

LmjF.26.0830 6.3.1.1 26 243130 242069
LmjF.30.0180 1.1.1.60 30 54045 53146

LmjF.33.0680 1.3.1.71 33 287058 288383
LmjF.28.2910 14.14 28 1109443 1108085
LmjF.23.0270 1.5.1.33 23 101918 102784
LmjF.05.0350 1.8.1.12 5 105666 107141
LmjF.35.4250 2.1.1.64 35 1715055 1716020
LmjF.09.0770 3.4.21.83 9 321130 318935
LmjF.26.2280 3.5.5.1 26 918955 919794
LmjF.14.0350 423.1 14 104841 106871

4.1.3 Relacionamento evolutivo de enzimas estritamente especificas em L.

major com outros parasitos humanos

Para entender melhor as consequéncias do relacionamento evolutivo de enzimas
estritamente especificas para o desenvolvimento de farmacos (Figura 4K), foi realizada
uma busca por proteinas homodlogas em outros parasitos humanos (Tabela 6). O
EC:2.1.1.41 (esterol 24-C-metiltransferase) parece ser conservado entre os fungos e L.
major, o que ¢ esperado devido ao seu uso comum na via ergosterol. Curiosamente, as
homologias para o EC:2.7.9.1 (piruvato fosfato diquinase) sdo apenas compartilhadas
entre os protozodarios; a enzima de Mycobacterium tuberculosis deve ser considerada
analoga, pois nao compartilha homologias com as sequéncias de L. major. Como pode
ser observado na Tabela 6, o EC:6.3.1.9 (tripanotiona sintetase) ¢ estritamente
especifico para Tritryps, o que confirma as pesquisas anteriores. A primeira vista, o
EC:6.5.1.3 (RNA ligase) ¢ uma fungdo que parece relativamente bem conservada entre

parasitos humanos. No entanto, REL1 (LmjF.01.0590) ¢ REL2 (LmjF.20.1730) nao sao
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homologas a ligase de transferéncia de RNA (tRNA) de P. falciparum e Toxoplasma
gondii (Apicomplexa), mesmo que tenham sido anotadas com a mesma funcdo
enzimatica (EC:6.5.1.3). Assim, os RELs de Trypanosomatidae e RtcBs de
Apicomplexa devem ser considerados andlogos. A arvore filogenética na Figura 5
mostra que REL1 ¢ conservada em Metakinetoplastina até B. saltans e T. borreli que
sdo representantes desta subclasse, juntamente com Trypanosomatidae. O REL2 nao foi

levado em consideragdo, pois foi provado que ndo ¢ essencial em 7. brucei (288).

AAG2TOE2 1 RMNA editing ligase MP52 Trypanosoma bruce

AAR10841.1 REL1 Trypanosoma cruzi

AARTDE24 1 REL1 Leishmania major

CUEG1EIT. 1 RNA editing bgase putative Bodo saltans

HODE 50574 length 27184 cov 9.227597 Trypanoplasma borreli REL1 11974: 10769

0050

Figura 5: Arvore filogenética de REL1 em Metakinetoplastina obtida por maxima de

verosemelhanca. Escala: 0,05 substitui¢des por sitio.
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4.2 Busca de Enzimas Especificas em F. oxysporum

4.2.1 Comparacio de EC e recuperacio da sequéncia de proteinas

Conforme descrito na metodologia, consideramos na primeira aproximagao que F.
graminearum poderia ser um representante adequado de F. oxysporum. Assim, ao
comparar os hospedeiros vegetais com F. graminearum como representante de F.
oxysporum, descobrimos que, dos 7.008 ECs ndo redundantes do KEGG, 879 foram

associadas a F. graminearum e 1.044 a A. thaliana, respectivamente.

Ao comparar ambas as listas, identificamos 247 EC que eram especificas de F.
graminearum, das quais recuperamos 318 sequéncias de proteinas. A comparagdo
através de BLASTp destas 318 sequéncias de proteinas de F. graminearum com as
proteinas anotadas (proteomas) das quinze espécies de plantas deste estudo: 4. thaliana
(n =35.386), B. rapa (n = 41.173), C. cajan ( n = 48.680), C. papaya (n = 27.760), G.
max (n =73.320), G. raimondii (n = 77.267), J. curcas (n = 57.437), L. usitatissimum (n
= 43.484), L. japonicus (n = 38.482), M. truncatula (n = 62.317), P. trichocarpa (n =
45.033), P. persica (n = 28.702), R. communis (n = 31.221), S. lycopersicum (n =
34.724), T. cacao (n = 46.143) resultou em uma diminui¢do do niimero de enzimas que
poderiam ser consideradas como especifica de F. graminearum para 83, o que sugere
que os ECs que sdo especificos de F. graminearum comparadas com essas espécies de
plantas pode variar de caso para caso e que o nimero de ECs que sdo especificos de F.
graminearum diminui de acordo com o aumento de tamanho da amostra de hospedeiros

da planta considerados na comparagao BLASTp.
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4.2.2 Busca por enzimas especificas em F. oxysporum

Em uma primeira tentativa, verificamos a homologia remota das 83 proteinas
especificas de F. graminearum com o proteoma de A. thaliana usando HHblits e
encontramos hits para 50 deles. Portanto, essas enzimas de 50 F. graminearum foram
descartadas de andlises adicionais. O conjunto restante continha apenas 33 enzimas

aparentemente especificas para F. graminearum.

Neste ponto, poderia ser realizada uma procura por enzimas especificas de F.
oxysporum em vez de F. graminearum. Assim, a partir das 33 enzimas especificas de F.
graminearum com acessos do KEGG, foram recuperados os 33 numeros de acesso
correspondentes do UniProtKB. Uma enzima, FG10182.1 (EC:4.3.2.3) foi atualizada
para FG13713 na versao 83.2 (1 de setembro de 2017) do KEGG. Ao pesquisar os
ortdlogos destas 33 enzimas especificas de F. graminearum na cepa Fo5176 de F.
oxysporum com a ferramenta OrthDB, foram recuperadas 30 proteinas (Tabela 11), o
que significa que 3 enzimas FG03537.1 (EC:4.2.3.6), FG10343. 1 (EC:3.4.14.9) e
FG11037.1 (EC:.2.1.151) de F. graminearum nao possuem pares ortologos no genoma

de F. oxysporum.

A taxa de similaridade entre as 30 enzimas especificas de F. oxysporum e F.
graminearum foi bastante alta, j4 que descobrimos que a regido de similaridade cobria,
em média, 97% do tamanho da query para os pares homologos entre os dois fungos.
Apenas um par homologo tinha uma regido de similaridade cobrindo 67% da sequéncia
da guery, mas envolvia uma regido homodloga de 368 aminodcidos com uma taxa de
identidade de 77%. As outras regides de similaridade entre pares homologos sdo
responsaveis por pelo menos 80% do tamanho da query. A identidade média dos pares
homologos entre as 30 sequéncias especificas foi de 83,7%, com apenas duas
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sequéncias com um nivel de identidade inferior a 70%, isto ¢, 57% com uma cobertura
de 100% e 66% com uma cobertura de 91%. Estes resultados mostram que as fungdes

podiam se transferidas de F. gramienarum para F. oxysporum com um excelente nivel de

confiabilidade.

Embora apenas 11 proteinas de F. oxysporum de UniProtKB tenham uma
atividade enzimadtica atribuida, foi possivel confirmar com sucesso todos os casos de
ortologia por BLASTp e, portanto, foi possivel transferir o EC correspondente do
KEGG quando necessario. Assim, no passo seguinte, foram removidas da andlise as
enzimas FG03537.1, FG10343.1 e FG11037.1 e foi considerado o conjunto composto
de 30 enzimas descritas acima como representativas do conjunto de enzimas especificas

de F. oxysporum.

4.2.3 Depuracao de anotacido de homologos de enzimas hospedeiras

As 30 enzimas consideradas especificas para F. oxysporum com base em sua
comparacao protedmica com as de seus hospedeiros vegetais foram associadas a 25
atividades enzimaticas (EC:1.13.11.1, 1.13.11.52, 1.13.11.6, 1.8.4.14, 2.1.1.17,
2.1.1.286, 2.1.1.312, 2.3.1.7, 2.4.1.16, 2.7.7.53, 3.1.3.84, 3.1.4.12, 3.2.1.101, 3.2.1.39,
3.2.1.40, 3.2.1.8, 3.4.13.19, 3.4.14.4, 3.6.1.59, 4.1.1.6, 4.2.1.79, 4.2.1.94, 43.2.3,
4.4.1.17, 5.5.1.5) (Tabela 3). Ao pesquisar essas 30 enzimas para similaridade
(tBLASTn) com os genomas de 4. thaliana, B. rapa, G. max, R. communis e J. curcas,
foram encontradas apenas duas enzimas (F9G623 ¢ FOFNN9) que ndo produziram hit
com qualquer uma das cinco espécies de plantas e, portanto, poderiam ser consideradas

dois casos de verdadeiros positivos.
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Em um caso, a comparagdo de F9G156 produziu um hit com a regido genicas de
A. thaliana correspondente a AT5G65060.1 e AT5G65050.3. Quando essas regides
homologas foram comparadas com nr, elas produziram hits significativos para o fator
de transcricio MADS-box de F. oxysporum (FOSC 3-a), o que sugere que F9G156 nao

¢ especifico para F. oxysporum quando comparado a A. thaliana.

O outro caso foi relativo a FOFMM?7 que deu um Ait com o genoma de J. curcas
correspondente a proteina jcu: 105635122, Ao comparar (BLASTp) a regido homdloga
com nr, foram obtidos hits significativos entre FOFMM7 e espécies do género
Fusarium, o que sugere que essa enzima fungica nao ¢ especifica do parasito em J.

curcas.

4.2.4 SignificiAncia Metabdlica

Os ECs atribuidos a cada enzima de F. oxysporum que foram mapeados com
sucesso em caminhos metabdlicos do KEGG (KEGG PATHWAY) foram inseridos em 14
mapas metabolicos diferentes (Tabela 11). Essas enzimas foram distribuidas em ECs
com uma unica via de execu¢do e ECs com rotas alternativas de execu¢do, ou seja,
diferentes rotas metabdlicas para um mesmo produto. As enzimas distribuidas em EC
com uma Unica via de execucdo que foram denotadas como enzimas primarias foram:
2.4.1.16, 3.6.1.59, 2.3.1.7, 1.13.11.6, 4.3.2.3, 4.4.1.17, 3.1.4.12, enquanto as ECs com
rotas alternativas de execucdo que foram designadas enzimas secundarias foram:

4.2.1.79,1.13.11.52,2.1.1.17, 1.8.4.14, 2.7.7.53.

Tabela 11: Enzimas consideradas especificas a F. graminearum (FGR) e F. oxysporum

cepa Fo5176 (FOX) em relagdo a A. thaliana, G. max, B. rapa, R. communis, J. curcas.

FGR FGR acesso' FOX acesso EC Nome Via

acesso (UniProtKB) (UniProtKB metabdlica
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(KEGG) ) (KEGG)
ATP
1 FG02259.1 I11REZ9 FOFYW8 2.7.7.53 Fgr00230
adenililtransferase
2 FG10182.1* I1SA32 FO9F7R0 4323 Ureidoglicolato liase
L-metionina (R) -S-
3  FGI10062.1 AOA098DA90 FI9F7C4 1.8.4.14 Fgr00270
oxido redutase
Indoleamina 2,3-
4 FG04828.1 I1IRLM2 F9FVQ5 1.13.11.52 Fgr00380
dioxigenase
Hidroxiantranilato
5 FGO07058.1 I1RSEO F9G623 1.13.11.6
3,5 dioxigenase
6 FGO01272.1 AOAOEORQ52 F9F1B7 2.4.1.16 Quitina sintase Fgr00520
7 FGIl0116.1 11S097 F9FUIJ3 2.4.1.16 Quitina sintase
Fosfatidiletanolamina
8 FG05066.1 AOAOEOSIE3 FOFNNO9 2.1.1.17 Fgr00564
N-metiltransferase
Esfiromielina
9 FGO01057.1 IIRBW6 FO9FM77 3.14.12 Fgr00600
fosfodiesterase 2
2-Metilcitrato
10 FGO08851.1 IIRX10 F9G156 4.2.1.79 Fgr00640
desidratase
Holocitocromo-c
11 FGO08386.1 I1RVU1 F9FX57 4.4.1.17 Fgr00860
sintase
12 FGO03537.1 AOAI1I9FCVS5 NA 4.2.3.6 Tricodieno sintase Fgr00909
13 FG09810.1 11RZG9 F9FE93 3.6.1.59 m7GpppX difosfatase  Fgr03018
Carnitina
14 FG00840.1 V6QVV9 F9FPR6 2.3.1.7 Fgr04146
acetiltransferase
Carnitina
15 FGO01924.1 AOA098D5A0 F9FPC4 2.3.1.7
acetiltransferase
Dipeptidase de
16 FG00218.1 I1R9R3 F9G7TW3 3.4.13.19 NA*
membrana
Dipeptidil-peptidase
17 FGO01017.1 I1RBS7 FI9F704 34.144 NA
111
25S rRNA (adenina
18 FG02492.1 TIIRFL3 F9FX31 2.1.1.286 2142-N1) NA
-metiltransferase
catecol-1,2-
19 FG03349.1 I1RHT5 F9FQP5 1.13.11.1 NA
dioxigenase
Endo-1,4-beta-
20 FG03624.1 AOAI1I9FAY2 FI9FI56 3.2.1.8 NA
xilanase
ADP-ribose 1" -
21 FG03990.1 I1RJHO FOFYNS 3.1.3.84 NA

fosfato fosfatase
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22 FG06477.1 ITRQX6 F9G5J4 4.2.1.94 Scitalone desidratase NA
Endo-1,6-alfa-
23  FGO07016.1 I1IRSA2 FOFMM?7 3.2.1.101 NA
manosidase
Endo-1,6-alfa-
24 FG10387.1 11S0Z5 FOFSX4 3.2.1.101 NA
manosidase
25 FG07974.1 I11RUSI1 FOFVES 3.2.1.40 Alfa-L-ramnosidase NA
26 FG08289.1 AOAOEORZB4 FOFEN7 3.4.24.39 Deuterolisina NA
27 FG09073.1 I1RXK2 FI9FZ86 3.2.1.40 Alfa-L-ramnosidase NA
Carboxi-cis, cis-
28 FG09485.1 I1IRYMS F9FL57 5.5.1.5 NA
muconato ciclase
25S rRNA (uracil
29 FG09999.1 IIRZY9 FOFI91 2.1.1.312 2843-N3)- NA
metiltransferase
Tripeptidil-peptidase
30 FG10343.1 I11S0V3 NA 3.4.14.9 NA
I
Endo-1,4-beta-
31 FG10999.1 AOAII9FXT9 F9FP27 32.1.8 NA
xilanase
Endo-beta-1,4-
32  FG11037.1 I1S2N7 NA 3.2.1.151 glucanase especifica NA
para xiloglucano
Aconitato
33 FG11140.1° AOA098DYT2 FOFPS4 4.1.1.6 NA
descarboxilase

Das 30 enzimas atribuidas a 25 EC de F. oxysporum, 15 enzimas representadas
por 12 ECs (1.13.11.1, 2.1.1.286, 2.1.1.312, 3.1.3.84, 3.2.1.101, 3.2.1.40, 3.2.1.8, 3.4.
13.19, 3.4.144, 4.1.1.6, 4.2.1.94 ¢ 5.5.1.5) ndo foram associados a quaisquer vias

metabolicas do KEGG.
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4.3 Validagao das Enzimas Especificas por Andlise de Balang¢o de Fluxo

— FBA

4.3.1 Analise de balanco de fluxo da reconstruc¢io metabdlica de F.

oxysporum

A reconstru¢ao metabolica de F. oxysporum realizada por Pitkénen et al. (293)
composta de 882 genes, cujas fungdes destes genes foram transferidas por homologia de
sequéncia entre 49 fungos com o banco de dados do SwissProt através de BLAST e da
ferramenta Global Trace Graph (GTG) (299) foi atualizada com 6 novos genes
representando 6 novas atividades enzimaticas provenientes do objetivo que visou
identificar enzimas especificas entre F. oxysporum e cinco espécies de plantas, incluindo
A. thaliana (Tabela 12). Ao final, a reconstru¢ao metabolica de F. oxysporum possuiu

888 genes.

Tabela 12: Novos genes ¢ atividades enzimas inseridas na Reconstrugdo metabolica de

F. oxysporum.

FOX acesso
# EC Nome
(UniProtKB)
1 F9FYWS 2.7.7.53 ATP adenililtransferase
2 F9F7RO 4323 Ureidoglicolato liase
3  FI9FE93 3.6.1.59 m7GpppX difosfatase
25S rRNA (adenina 2142-N1)
4 FI9FX3l1 2.1.1.286
-metiltransferase
5 F9FL57 5.5.1.5 Carboxi-cis, cis-muconato ciclase
6 FI9FPS4 4.1.1.6 Aconitato descarboxilase
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A producdo dos componentes de biomassa em F. oxysporum foi obtida utilizando
os componentes do meio de crescimento para as reacdes (Figuras 6 e 7). Em total, 2.177
metabolitos estavam envolvidos nas diversas reacdes presentes na reconstrugdo do

fungo.
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Figura 6: Producdo dos componentes de biomassa de F. oxysporum.
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PORCENTAGEM DOS COMPONENTES DE BIOMASSA

Acido nucleico
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Nucleotideos
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H20
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Figura 7: Porcentagem dos componentes de biomassa.

A contribuicdo de cada gene para a producdo de biomassa foi avaliada pela sua
exclusdo da matriz RPG. Para este fim, cada gene de F. oxysporum foi mapeado para

sua atividade enzimatica usando a anotagao KEGG.

Um total de 966 atividades enzimdticas foram mapeadas em 888 genes de F.
oxysporum. Nenhum dos 6 genes especificos identificados como sendo especificos de F.
oxysporum em relacdo as cincos espécies de plantas mencionadas no objetivo anterior
foi considerado critico de acordo com a produgdo de biomassa sob FBA. No entanto, 39
(4,32%) genes foram considerados criticos em relacdo a produgdo de biomassa por F.

oxysporum.
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4.3.2 Deteccao de homologia entre genes de F. oxysporum e A. thaliana

A partir da lista de genes criticos gerados na sec¢do anterior, definimos como alvos
potenciais aqueles que ndo possuem homologos proximos no genoma do hospedeiro. A
pesquisa de similaridade foi realizada entre as sequéncias de aminoacidos UniProt para
(a) genes criticos da reconstru¢do de F. oxysporum e (b) todos os genes incluidos no
AraGEM, o modelo metabolico mais curado de A. thaliana (300). Os pares homologos
foram definidos como melhores resultados reciprocos BLASTp com E-value < 10* e

uma pontuagao de score >120.

Foram encontrados trés genes que podem servir como alvos para o desenho de
farmacos: BOSYU4, FOF4G5 e FOFSB6. O primeiro foi incluido na reconstrugao de F.
oxysporum para gap-filling e ndo tem homodlogos proéximos no genoma do organismo e
pode nao ser uma escolha confidvel. Os outros dois, FOF4G5 (EC: 3.5.4.26) ¢ FOFSB6
(EC: 3.5.1.49), tém analises funcionais em A. thaliana, QSGWP5 (EC: 3.5.4.26) ¢
Q9SZE9 (EC: 3.5.1.49), respectivamente ¢ devem ser analisados para além do nivel da
estrutura primaria, uma vez que nao ha tradugao direta entre a sequéncia de aminoacidos
e a estrutura 3D, que € a informacgdo final necessaria para finalmente decidir se os pares

de enzimas podem ser considerados analogos ou nao.

4.3.3 Modelagem tridimencional das duas enzimas analogas consideradas

criticas

Como mostrado acima, a enzima pseudouridina sintase, FOF4GS5, de F. oxysporum
compartilha uma relagdo analoga com a enzima proteina de biossintese de riboflavina,

Q8GWPS5, de A. thaliana e, portanto, ¢ um candidata interessante para ser um alvo
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adequado para um inibidor especifico. No entanto, a hipotese de analogia entre FOF4GS5
e Q8GWPS5 deve ser confirmada por um método independente para que FOF4GS5 possa
ser considerado como um alvo relevante. O método independente preferido neste caso ¢é

a modelagem in silico 3D.

FI9F4G5 (mondmero) tem um total de 514 aminoacidos e mostrou uma identidade
de 25% com o modelo Escherichia coli 1VOF (PDB ID) de resolugdo 1.99 A, conforme
medido por difracdo de raios X. O modelo gerado tem cobertura de tamanho de 70% e
se estende entre os aminoacidos 109 até¢ 466 (Figura 7A). Somente a regido central
poderia ser modelada; as outras regides terminais nao apresentaram nenhuma
informacao que permitisse a modelagem por outras técnicas (ab initio ou fold-cognition)
além daquela ja utilizada. Q8GWP5 (homo-dimero) possui um modelo 3D de
Acinetobacter baumannii (PDB ID: 3ZPG) com uma resolugdo de 1,7 A medida por
difrag@o de raios X e superior aos aminacidos 73 e 425 de um total de 426 aminacidos

(83% de cobertura) (Figura 8A).

O modelo de F. oxysporum possui um bom resultado de validagdo com uma
porcentagem de rotdmeros medidos superior a 90% (Figura 7B). Este resultado ¢
importante dado o baixo nivel de identidade (25%) para a modelagem de homologia. No
entanto, os outros escores padrdo (Procheck 3 (301), Verify3D (302), 5 Prosa II (303),
MolProbity Clashscore (304)) (Tabela 13) também sdo favoraveis ao uso do modelo
para outras andlises. No modelo de A. thaliana, com uma identidade ligeiramente
superior (35%), a porcentagem de angulos favoraveis ¢ de 91% e, assim como a

sequéncia de F. oxysporum apresenta valores de validagdo favoraveis (Tabela 14).
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Tabela 13: Escores de analise do modelo de F. oxysporum.

Verify3D  Prosall(-ve)  Procheck Procheck  MolProbity
(phi-psi) (all) Clashscore
-Raw escore 0,27 0,09 -0,40 -0,33 188,58
Z-escore -3,05 -2,32 -1,26 -1,95 -30,83
Tabela /4: Escores de analise do modelo de 4. thaliana.
Verify3D Prosall(-ve) Procheck Procheck  MolProbity
(phi-psi) (all) Clashscore
-Raw escore 0,36 0,35 -0,23 -0,17 166,00
Z-escore -1,61 -1,24 -0,59 -1,01 -26,96

O potencial eletrostatico de ambos os modelos gerados apresenta uma enorme

diferenga, sendo antagonista um ao outro (Figura 7 e 8, B — Direita); um ¢

principalmente positivo, enquanto o outro € principalmente negativo. Esses recursos se

assemelham aos seus respectivos moldes, dando ainda maior relevancia aos dados

obtidos. As caracteristicas hidrofobicas de ambos ndo apresentam o mesmo alto grau de

diferenca, no entanto, ainda sao diferentes.
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Figura 8: Modelagem 3D da enzima Pseudouridina sintase (EC:3.5.4.26). A) esquerda:
Estrutura monomérica da enzima Pseudouridina sintase (EC: 3.5.4.26) de F. oxysporum (ciano),
sobreposta a estrutura de E. coli (APB: 1V9F - laranja). Direito: Grafico de Ramachandran com
porcentagem favoravel de 90%. B) Esquerda: potencial eletrostatico (Kb.T.ec™) - azul: negativo,
vermelho: positivo, toda a estrutura. Direito: potencial eletrostatico do sitio ativo. C)
Hidrofobicidade - laranja: hidrofobico; azul: hidrofilico. Esquerda: toda a estrutura. Direita:

foco do sitio ativo.
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Figura 9: Modelagem 3D da enzima responsavel pela biossintese de Riboflavina (EC:

3.5.4.26). A) Esquerda: Estrutura monomérica da biossintese de Riboflavina (EC:3.5.4.26) de
A. thaliana (ciano), sobreposta a estrutura de A. baumannii (PDB: 3ZPG - laranja). Direito:

Grafico de Ramachandran com porcentagem favoravel de 91%. B) Esquerda: Potencial
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eletrostatico (Kb.T.ec™) - azul: negativo, vermelho: positivo, toda a estrutura. Direito: potencial
eletrostatico do sitio ativo. C) Hidrofobicidade - laranja: hidrofobico; azul: hidrofilico.

Esquerda: toda a estrutura. Direita: foco do sitio ativo.

98



5. DISCUSSAO

5.1 Busca de Enzimas Especificas em L. major

5.1.1 Desafios de classificacio e ambiguidade de anotaciao

A primeira parte da tese teve como objetivo descrever um processo para filtrar as
anotagdes falso-positivas de especificidade enzimatica nas interagdes hospedeiro-
parasito produzidas pelo AnEnPi (37). A identificacdo de alvos proteicos especificos em
parasitos (L. major) em comparagdo com o hospedeiro (H. sapiens) ¢ importante para o
desenvolvimento de medicamentos com o menor impato por efeitos colaterais possiveis
sobre o hospedeiro. O procedimento apresentado € sistematico, compativel com a
automac¢do e adequado para interagdes hospedeiro-parasitos que envolvem eucariotas
inferiores como parasitos e eucariotas superiores como hospedeiros. O fato de que os
alvos identificados por esta metodologia ja foram previamente identificados sugere que
os resultados sdo validos e aumenta a nossa confianca de que a metodologia proposta
pode ser aplicada a outros sistemas hospedeiro-parasito com menor nivel de

conhecimento associado.

Foram analisadas 67 sequéncias de proteinas que correspondem a 42 atividades
enzimaticas e essas sequéncias foram previamente classificadas como especificas de L.
major em comparacdo com H. sapiens pelo AnEnPi. Em uma comparagdo criteriosa
utilizando homologias dessas sequéncias com as sequéncias do Ensembl utilizando o
BLAST permitiu identificar 15 pares homoélogos significativos entre L. major e H.
sapiens. Estes pares homologos foram associados a ECs diferentes em L. major e H.
sapiens, sugerindo que estes deveriam ser classificados como funcionalmente

especificos em L. major em comparagdo com H. sapiens. E claro que a classificagdo das
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enzimas como sendo especificas funcionais ¢ completamente dependente das anotagdes
de EC, e isso pode resultar em erros triviais, como ¢ o caso das ATPases que podem
transportar cations H™ ou Na' através das membranas celulares. As 2 ATPases
carregadoras de H" ou Na'" sdo homologas e a diferenca em seus nimeros EC esta
associada aos cations transportados (a reagcdo e ndo a atividade enzimatica), que nao
estdo associados a propria atividade ATPase quando o substrato ¢ trifosfato de adenosina
(ATP). Assim, deve-se ter cuidado ao interpretar ECs. Nos outros casos, apenas
encontramos diferencas minimas ao considerar os perfis das estruturas 2D entre os

membros da sequéncia dos pares homologos provenientes do BLAST.

Entre as 15 enzimas funcionalmente especificas putativas, os ECs de 9 enzimas de
L. major diferiram apenas das enzimas de H. sapiens no quarto digito. Ao comparar os
alinhamentos 2D desses 9 pares homdlogos, apenas encontramos pequenas diferengas, e
¢ dificil afirmar que um farmaco para os alvos em L. major ndo teria algum tipo de
interagdo indesejada com a forma humana o que poderia resultar em efeitos colaterais

negativos para os pacientes.

O banco de dados Ensembl envolve processos de anotagdo automatica de genes
que eventualmente passam por processos de curadoria manual; este ¢ também o caso de
Havana (305,306). O pipeline do AnEnPi é completamente automatico, e classifica as
enzimas como especificas, homoélogas ou analégas de acordo com suas atividades
enzimaticas e homologias. Obviamente, anotagdes enzimaticas incompletas levam a
classificagdes ndo optimizadas pelo AnEnPi. O objetivo deste estudo foi detectar esses
casos e fornecer mais conhecimento para melhorar o desempenho geral do classificador

automatico AnEnPi.
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Embora os métodos de sequenciamento tenham produzido grandes quantidades de
dados, as montagens de genomas com base nos dados produzidos podem estar
incompletas ou aproximadas (307). As montagens (assemblies) de baixa qualidade
resultam em anotacdes de baixa qualidade (308,309) e promovem subestimagdes sobre
o numero de genes (310). Considerando o organismo em questdo em uma comparacao,
a montagem incompleta do seu genoma pode levar a perda de genes e assim gerar genes
especificos virtuais no genoma da consulta. E possivel verificar a consisténcia de um
evento que ¢ observado, mas ¢ quase impossivel verificar a consisténcia de um evento
que ndo ¢ observado. Assim, neste estudo, ndo foram considerados casos de genes
perdidos por causa de erros de montagem como fonte de falsos positivos. Apenas uma
analise in vitro por inativacdo do conjunto de enzimas putativamente especificas

proposto pode resolver esta questao.

Por exemplo, a existéncia de pseudogenes pode ser virtual ou real, dependendo se
eles sdo a consequéncia de um erro no processo de sequenciamento (mudangas de
quadros induzidas e codons de parada prematura) ou processos de montagem (corte de
genes) que levam a anotagdes imprecisas (311-313). De fato, muitos pseudogenes
verdadeiros t€ém alguma forma de atividade bioldgica e, portanto, sua anotagdo precisa ¢
potencialmente importante para o desenvolvimento de farmacos (313). Observamos

apenas 5 casos de pseudogenes humano associados as proteinas de L. major.

As homologias obtidas pela implementa¢do de HHpred e HHsearch t€ém um nivel
de confianga maior em comparacdo com o BLAST, pois os HMMs consideram a
similaridade nos pares de sequéncias primaria de aminoacidos a partir da sequéncia
query de L. major e da sequéncia humana bem como as estruturas 2D e 3D de cada

sequéncia.
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5.1.2 Essencialidade enzimatica

A atividade enzimatica pode desempenhar um papel fundamental em uma via
metabolica. Cada rota estd associada a enzimas e seus ECs. Portanto, uma via
metabodlica ¢ um grafico orientado cujos vértices sdo caracterizados por uma enzima e
sua reagdo quimica associada (314). Uma enzima chave ¢ uma enzima que estd contida
em um caminho, nao possui uma op¢ao alternativa e desempenha um papel essencial na
sobrevivéncia de um organismo. Consequentemente, a inibi¢do de uma enzima chave
necessariamente resulta na inibicdo da via correspondente e da debilitacdo do
organismo. No entanto, se um alvo estd em uma rota que ndo desempenha um papel
importante na sobrevivéncia do organismo, a inativacdo deste alvo ndo acarreta a
inibicdo das funcdes vitais do organismo e ele pode continuar a se reproduzir. Assim, a
caracteristica chave para explorar uma via metabodlica ¢ identificar as enzimas que
desempenham papeis essenciais para a sobrevivéncia do parasito, ou seja, cuja inibi¢do
¢ prejudicial para esse organismo. No contexto do desenvolvimento de medicamentos, o
medicamento ideal deve ser o que pode inibir a atividade de uma enzima especifica em

uma via essencial do organismo alvo, sem rota alternativa.

5.1.3 Especificidade funcional

A especificidade estrita, ou seja, a existéncia de uma determinada enzima no
parasito e ndo no hospedeiro, ¢, obviamente, o indicado. No entanto, a especificidade
funcional, em que a especificidade do substrato pode ser identificada no parasito em

comparagdo com a forma do hospedeiro, também pode ser contemplada. Na verdade, o
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EC: 1.3.1.71 (L. major), que estd associado a via de biossintese de esteroides, ¢ um
exemplo de enzima funcionalmente especifica que ¢ homodloga a enzima humana que
possui o EC: 1.3.1.70. O EC: 1.3.1.71 poderia ser explorado para o desenvolvimento de
farmacos, como agentes antifingicos e anti-tripanosomatideos (315). Xu et al. (316)
mostraram que a eliminagdo do gene que codifica a enzima 14-a-desmetilase
(EC:1.14.13.70), que ¢ anterior ao EC: 1.3.1.71, em L. major, contribuiu inicialmente a
uma mudanca dramatica no perfil da composicao lipidica em amastigotas e a atenuagao
da viruléncia, mas estes efeitos foram revertidos apds algumas semanas. Como a
atividade de EC:1.14.13.70 ¢ comum a via de sinteses de colesterol e ergosterol em
mamiferos e Leishmania spp, respectivamente, ¢ possivel que L. major tenha
contornado a perda da fun¢do do EC:1.14.13.70 nos parasitos apoOs inativacio
(knockdown) usando esterdis do hospedeiro. Esta estratégia de escape seria pouco
provavel se o EC:1.3.1.71 fosse inibido em vez da atividade da enzima 14-a-desmetilase
em Leishmania spp, ja que EC:1.3.1.71 ¢ inserido em uma via de sintese de ergosterol
que ¢ especifica para Tritryps. Nao foi possivel encontrar outros casos funcionalmente
especificos, potencialmente confidveis, neste estudo, pois podem existir rotas de
metabolitos alternativas para o parasito para sustentar a fungdo que foi inibida pelo
tratamento medicamentoso (316). Mais recentemente, McCall et al. (317) demonstraram

a importancia da enzima 14-a-desmetilase em L. donovani.

5.1.4 Especificidade estrita

As enzimas estritamente especificas podem ser divididas em alvos com um menor
(32 enzimas caracterizadas como sendo ‘“secundarias”) e um maior (8 enzimas
primarias) potencial para o desenvolvimento de farmacos.
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Considerando as enzimas estritamente especificas com maior potencial para
desenvolvimento de farmacos, a andlise realizada mostrou que 4 fungdes enzimaticas,
esterol 24-C-metiltransferase (EC:2.1.1.41), tripanotiona sintetase (EC:6.3.1.9),
piruvato fosfato diquinase (EC:2.7.9.1) e a RNA ligase (EC:6.5.1.3), podem ser

consideradas para o desenvolvimento de um coquetel de farmacos.

Ao contrario dos humanos que possuem colesterol em suas membranas
biologicas, os tripanosomatideos usam ergosterol. Portanto, os tripanosomatideos
apresentam enzimas distintas na sua via de biossintese de esterol (318). A enzima esterol
24-C-metiltransferase (EC:2.1.1.41) catalisa uma metilagdo do carbono 24, que ¢
fundamental para a biossintese de ergosterol. A reacdo 24-C-metiltransferase ¢ inibida

pelo 22,26-azasterol, que causa mudangas morfoldgicas e lise em Leishmania spp (315).

A tripanotiona sintetase (EC 6.3.1.9) ¢ fundamental para a sintese de tripanotiona,
um metabolito de tripanosomatideos que estd envolvido em varios processos, como a
regulacdo do equilibrio redox de tiol intracelular, resisténcia a farmacos, defesa contra
agentes quimicos e estresse oxidativo (319). As enzimas tripanotiona sintetase e
tripanotiona redutase estdo envolvidas nas vias de biossintese e metabolismo da
tripanotiona e estdo em estudo para o desenvolvimento de uma quimioterapia alternativa

contra tripanosomatideos (320).

A enzima piruvato fosfato diquinase (EC:2.7.9.1) ¢ uma enzima presente nos
glicossomos dos tripanossomatideos (321). Foi relatado que esta enzima desempenha
um papel fundamental na manutencdo do equilibrio de ATP vs difosfato de adenosina
nas organelas da forma pro-ciclico de T. brucei (322) e no processo de gliconeogénese
nas formas amastigotas de L. mexicana (323). Portanto, acredita-se que a via que inclui

a enzima piruvato fosfato diquinase ¢ central para o metabolismo energético de L.
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major € que esta enzima merece ser considerada como um alvo para o desenvolvimento

de farmacos leishmanicidas.

O complexo L foi isolado das mitocondrias de 7. brucei e Leishmania tarentolae.
Pelo menos 16 componentes do complexo foram identificados, incluindo REL1 e REL2.
A fungdo precisa de REL1 e REL2, ambas anotadas como EC:6.5.1.3, foi descrita por
complementacdo de cepas knockout (324,325). Em T. brucei, a interrup¢ao condicional
de RELI ¢ letal in vivo, pois afeta a edi¢do tanto da dele¢do de uracila quanto a inser¢ao
resultando em uma diminui¢ao geral no tamanho do RNA (326). No entanto, a perda de

REL2 nao tem efeito na viabilidade ou na edic¢ao (327).

Estas enzimas atuam em diferentes rotas metabdlicas e processos celulares:
biossintese de esterol e estrutura da membrana (EC:2.1.1.41), metabolismo da glutationa
e resposta ao estresse oxidativo (EC:6.3.1.9), metabolismo energético e via de fixacdo
de carbono no metabolismo de procariotos (EC:2.7.9.1) e edicio de RNA /
processamento pos-transcricional de RNA (EC:6.5.1.3). Portanto, a inibi¢ao simultdnea
dessas enzimas e consequentemente essas vias / processos celulares provavelmente

poderdo promover um colapso irreversivel das células de L. major.

Usando uma estratégia baseada em drogabilidade de alvos, Crowther et al. (328)
identificaram as enzimas LmjF.27.1870 (EC:6.3.1.9), LmjF.36.2380 ¢ LmjF.36.2390 (as
duas ultimas tendo EC:2.1.1.41) como possiveis alvos para desenvolvimento de
farmacos o que vai de acordo com resultados encontrados neste trabalho. No entanto,
essas enzimas foram posteriormente desconsideradas, pois ndo foram classificadas
como ortdlogas as enzimas classificadas como essenciais em outros organismos modelo
(Caenorhabditis elegans, Escherichia coli, M. tuberculosis ¢ / ou Saccharomyces

cerevisiae) através de experimentos de bancada, sendo que talvez essas enzimas nao
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foram classificadas como essenciais, pois ndo existiam nesses organismos mencionados,

conforme demonstrado na Tabela 6 para M. tuberculosis.

Em contraste, com base na inferéncia do interactoma, Florez et al. (329)
identificaram 142 alvos especificos na rede de sinalizacdo de L. major em comparacao
com H. sapiens. O tnico EC entre os nossos 8 alvos estritamente especificos que foi
possivel encontrar em comum com sua lista foi EC:2.1.1.41 (LmjF.36.2380 e
LmjF.36.2390), o que parece contrariar a afirmagdo de Crowther et al. (328). Além
disso, a enzima esterol 24-C-metiltransferase foi identificada como um alvo promissor
para desenvolvimento de firmacos em Cryptococcus neoformans (330). Goto et al.
(331,332), também, descreveram uma vacina candidata para a enzima esterol 24-C-
metiltransferase contra a leishmaniose visceral que ¢ eficaz contra L. infantum e L.

donovani.

Ao contrario de Crowther et al. (328) a essencialidade da enzima foi avaliada,
através de sua centralidade em uma via metabolica no caso especifico de L. major

usando sua representacdo metabolica no KEGG.

Assim, as 8 enzimas estritamente especificas representadas pelos 4 ECs que
consideramos essenciais sdo também relatadas como essenciais na literatura. Contudo,
investigando o TDR (http://tdrtargets.org/), foi possivel notar que 5 enzimas sdo
consideradas essenciais para um ou mais tripanossomatideos e 1 (LmjF.36.4300) nao

possui dados sobre sua associa¢ao de essencialidade (333).
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5.1.5 Redundancia genética e resisténcia parasitaria aos farmacos

Foi possivel verificar que, com excecdo do EC:2.7.9.1, que possui apenas 1
sequéncia enzimatica associada, os outros 3 numeros de EC para alvos estritamente
especificos (EC:2.1.1.41, EC:6.5.1.3 e EC:6.3.1.9) tém mais de 1 gene representativo no
genoma de L. major. A redundancia genética para uma mesma fun¢do enzimatica (ver
Tabela 8) ¢ uma fonte potencial de resisténcia a farmacos, porque um dado inibidor
pode inibir uma determinada enzima, mas nao suas isoformas putativas, que também
podem estar presentes (334). A resisténcia a medicamentos pode envolver varios
mecanismos diferentes, ¢ uma solugdo comum para este problema ¢ aumentar o nimero

de enzimas que sao alvejadas pelos inibidores ao mesmo tempo.

O processo de acumulacao de genes, que foi chamado de piramidacao por Bury et
al. (335), ¢ rotineiramente usado no melhoramento genético classico vegetal para
induzir resisténcia a agentes patogénicos, onde foi implementado pela primeira vez
(336,337). A piramidagao reduz a probabilidade de adaptagdo por um parasito, pois o
acimulo correspondente de genes de compatibilidade torna-se insustentavel nas

condi¢des ambientais fornecidas.

A ideia de acumular uma série de alvos que sao simultaneamente inibidos para um
controle melhor de doencas ¢ uma variacdo da relacdo gene-para-gene que foi descrita
por Flor (338) e pode ser referida como o conceito de gene para inibidor (339). Assim, a
formulacao de farmacos em um coquetel deve superar a resisténcia parasitaria; esta
pratica (340) ja se encontra em uso. No entanto, a formulagdo de uma combina¢do de
farmacos também deve minimizar os efeitos colaterais negativos as células normais e
proteger a integridade do sistema imune do hospedeiro limitando a dose de farmacos
administrados. Assim, em uma tentativa de abordagem desta questio foram
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identificados apenas os alvos enzimaticos que sdo especificos para L. major, ja que
visando esses candidatos provavelmente minimizaria os efeitos colaterais deletérios de
uma combinagdo terapéutica aos pacientes. Claro, que os resultados delineados neste
trabalho ainda devem ser confirmados por experimentagdo in vitro. Outra questdo a ser
avaliada no futuro ¢ a exigéncia de estudos de seguranca para cada um dos componentes
do tratamento combinado, independentemente e em combinacdo, antes do registro bem-
sucedido desse tratamento combinado; no entanto, esta questdo estd além do escopo

deste trabalho, que ¢ principalmente exploratério.

5.1.6 Farmacos para enzimas de L. major estritamente especificas

O reposicionamento de medicamentos ¢ uma rota preferencial no
desenvolvimento de farmacos devido a sua economia de tempo e dinheiro. Infelizmente,
ao examinar o 7DR Targets ndao foi possivel obter resultado de nenhum farmaco
aprovado para os alvos enzimaticos que foram descritos, mas alguns inibidores parecem
estar disponiveis pelo menos para os estadios experimentais em Leishmania ou outras
espécies bioldgicas. Pesquisando a literatura descobriu-se que (i) os azasterdis sio
inibidores da esterol 24-C-metiltransferase (EC:2.1.1.41) em Leishmania (315,340); e
(i1) corante de azoicos do tipo naftaleno, semelhantes a suramina, sao inibidores de REL
(EC:6.5.1.3) (341). Dois desses compostos foram posteriormente testados em todo o
editosomo e mostraram forte inibicdo da delecdo de U na edicdo de RNA (342).
GW5074, mitoxantrona, NF 023, protoporfirina IX e d-esfingosina também foram
identificados como inibidores de REL, com valores de IC50 que variam de 1 a 3 uM
(343); (iii) o fosfoenolpiruvato (ID: DB02522 no DrugBank) foi caracterizado como um
inibidor (344) de piruvato fosfato diquinase (EC:2.7.9.1), bem como analogos de
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flavonas. Também, foi relatado que os analogos de flavona atuam especificamente
visando o sitio de ligacdo ao ATP da enzima em um sistema de fungos (157). Vérios
compostos fendlicos também foram propostos para a inibicdo da piruvato fosfato
diquinase em Wolbachia (345); (iv) Um derivado do bis-benzil-diamina, bem como
MOL2008, foi proposto como novos scaffolds moleculares para o desenvolvimento de
farmacos, que provaram ser ativos em EC50 = 12 uM em promastigotas de L. infantum;
estes compostos eliminaram a tripanotiona intracelular através da inibicdo de
tripanotiona sintetase (EC:6.3.1.9) em parasitos tratados, confirmando a atividade alvo

desses compostos (346).

Sob a hipdtese de que a susceptibilidade de Leishmania seria estavel in vitro para
uma combinacdo dos compostos listados acima, seria possivel otimizar sua estrutura de
scaffold para reduzir a toxicidade geral do coquetel para um modelo de célula humana.
A engenharia deste processo agora ¢ facilitada pela modelagem in silico. Uma pesquisa
de modelos 3D no PDB com sequéncias homologas a LmjF.36.2380, LmjF.36.2390,
LmjF.11.1000, LmjF.23.0460, LmjF.27.1870, LmjF.36.4300, LmjF.01.0590 e
LmjF.20.1730 mostrou que apenas as sequéncias possuidoras dos EC:2.7.9.1 e
EC:6.3.1.9 eram adequadas para a modelagem 3D, porque os seus indices de identidade
eram maiores que 39%, chegando a um nivel maximo de 97%. No entanto, no caso dos
EC:6.5.1.3 ¢ EC:2.1.1.41, os indices de identidade eram muito baixos (<25%) ¢ o

numero de gaps era muito alto para modelagem 3D bem sucedida.
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5.1.7 Distribuicio de enzimas estritamente especificas de L. major entre

parasitos humanos

A enzima esterol 24-C-metiltransferase (EC:2.1.1.41) ¢ um componente da via do
ergosterol. Esta via tem sido amplamente estudada para o desenvolvimento de
medicamentos contra fungos, ¢ a inativacdo da via do ergosterol demonstrou-se como
eficiente e estavel. O fato de que a esterol 24-C-metiltransferase poder ser
compartilhada com fungos significa que a reposicdo de farmacos de fungos para
Trypanosomatidae pode ocorrer. O piruvato fosfato diquinase (EC:2.7.9.1) ¢é altamente
especifico para Trypanosomatidae, ¢ o EC:2.7.9.1 s6 foi encontrado na micobactéria M.
tuberculosis; no entanto, as sequéncias nao se alinharam, o que sugere que as enzimas
de ambas as linhagens sdao andlogas. As sequéncias de tripanotiona sintetase
(EC:6.3.1.9) de T. cruzi apresentaram identidades entre 37% ¢ 58% com as de L. major.
Esses dados estdo de acordo com a literatura, o que demonstra a expressao desta enzima
e a presenga desta no metabolismo de tripanotiona em 7. cruzi (328). Como esperado, L.
major, que pertence ao Tritryps, apresentou maior afinidade filogenética com 7. cruzi e
T. brucei (Euglenozoa) do que com P. falciparum, que pertence a um filo diferente
(Apicomplexa). O status da analogia de sequéncia que foi atribuido ao EC:6.5.1.3
(REL1) de P. falciparum e T. gondii ndo ¢ surpreendente, considerando que ambas as
espécies pertencem ao clado de Alveolatos (Chromalveolates), enquanto
Trypanosomatidae pertence a Euglenozoa (Excavates), que estdo tdo distantes um do
outro, em termos evolutivos, como s3o distantes do filo Animalia (Unikonts)
(http://tolweb.org/Eukaryotes/3). No entanto, o estado da analogia depende apenas da
anotacdo do EC. A esse respeito, pode-se perguntar se uma ligase de edi¢do de RNA que
estd envolvida no processo de trans-splicing em Tritryps deve ter o mesmo EC

(EC:6.5.1.3) que uma ligase de tRNA-splicing que esta envolvida no reparo de cis-
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splicing e tRNA, uma vez que as consequéncias bioldgicas das 2 reacdes sdo diferentes
em ambos o0s casos. Curiosamente, RELL1 é conservada em toda a subclasse de
Metakinetoplastina, que mostra o seu antigo surgimento dentro de Excavates.
Infelizmente, ndo encontramos uma sequéncia genOmica completa para nenhum
membro do filo Diplonema ou Euglena de posicdo taxondmica superior para verificar o
nivel preciso da historia da vida em que a enzima REL surgiu. Além dos parasitos, os
Metakinetoplastina também incluiem formas de vida livre ndo-parasitos, como B.
saltans, que mostra que a fun¢do REL ¢ anterior a adaptagdo parasitaria. Na verdade, a
REL ¢ codificada por um gene informacional e pertence as fungdes primordiais que
foram usadas pela vida assim que o mundo do RNA surgiu, (347) e foi demonstrado que

foi inventada pelo menos 2 vezes de forma independente.

5.1.8 Padrao de expressao das principais enzimas especificas de L. major

A expressao de LmjF.01.0590, LmjF.11.1000, LmjF.20.1730, Lm;jF.23.0460,
LmjF.27.1870, LmjF.36.2380, LmjF.36.2390 ¢ LmjF.36.4300 ¢ descrita como sendo
constitutiva na forma promastigota (sangue) e amastigota (intracelular) de L. major,
(348-350) o que torna estas sequéncias alvos adequados para firmacos que sejam

eficazes contra ambas as formas de parasitos.

5.2Busca de Enzimas Especificas em F. oxysporum

A toxicidade causada ao meio ambiente por fungicidas é certamente um motivo
para busca de alvos enzimaticos especificos em pragas em geral e em F. oxysporum em

particular. Culturas como B. rapa, G. max, J. curcas e R. communis deverdo ter um
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grande impacto no meio ambiente devido a sua importancia comercial no contexto da
producdo de biodiesel. A planta A. thaliana ¢ um modelo para essas espécies de plantas,

o que justificou a escolha desta no trabalho.

A metodologia desenvolvida na se¢do 3.1 relativa ao modelo H. sapiens vs. L.
major estd aqui aplicada em outro sistema parasito-hospedeiro, neste caso, fungo-planta
e consistiu tanto na possibilidade de validacdo da aplicabilidade da metodologia em
outros sistemas parasito-hospedeiro quanto na possibilidade de buscar por alvos
enzimaticos especificos de F. oxysporum que pudessem ser candidatos para

desenvolvimento de novos fungicidas.

Ao comparar a espécie F. graminearum com mais de um hospedeiro de plantas, o
nimero de enzimas especificas deste fungo tende a diminuir, o que mostra que cada par
de hospedeiro-parasito deve ser considerado em suas proprias caracteristicas. Na
verdade, esse relacionamento ndo ¢ surpreendente, pois os parasitos coevoluem com
seus hospedeiros de forma a manter a viruléncia e a concorréncia com outros microbios
em seu ambiente. Assim, espera-se que os genes mantidos em um par hospedeiro-

parasito possam ser diferentes de um par que envolva uma espécie de planta diferente,

mesmo que a propria espécies de fungo seja a mesma.

Na verdade, Fusarium spp. sdo fungos ascomicetos haploides de evolui¢do rapida
com uma variagdo de numero de genes entre espécies de pelo menos 10% (351). Uma
vez que as espécies de plantas envolvidas na interacdo sdo diferentes, ndo ¢
surpreendente encontrar diferenca no nimero de genes para enzimas especificas do

fungo, dependendo do sistema hospedeiro-parasito considerado.

Além disso, outros fatores como transferéncia horizontal de genes (THG) pode

estar envolvida na patogénese (352,353) e podem promover troca de informacao
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genética entre duas espécies (354—357). Richards et al. (199) demonstraram eventos de
THG ocorrendo de Fusarium para o arroz. E ainda, diversas plantas como A. thaliana
obtiveram a via do acido chiquimico (chiquimato) a partir de fungos simbidticos via

THG (205,358,359).

De acordo com a indicagdo de que a inibicdo de uma enzima pode desativar (ou
ndo) a via metabodlica e causar danos irreversiveis (ou ndo) ao fungo F. oxysporum de
forma a evitar a sua sobrevivéncia, as enzimas especificas foram classificadas em
enzimas principais (primarias) e enzimas auxiliares (secundarias). As enzimas primarias
podem ser consideradas como alvos promissores para o desenvolvimento de novos
fungicidas, pois sua inibigdo tem, em principio, a capacidade de perturbar a via
metabdlica nas quais elas estdo inseridas e com isso, levar o fungo a morte. Em
contraste, as enzimas secundarias possuem um papel auxiliar, pois elas estdo inseridas
em rotas alternativas e em caso de completa inibi¢do, elas ndo seriam capazes de causar

a morte do fungo.

5.2.1 Enzimas Principais

Podemos enumerar por ordem de prioridade decrescente as enzimas consideradas
chave para o controle de Fusarium spp. de forma a trazer uma breve descricdo de seus

papéis fisiologicos que possa justificar sua inibigao.
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5.2.1.1Quitina sintase

Em fungos, o principal constituinte da parede celular € o polimero de quitina, que
consiste no produto de uma série de reagdes bioquimicas, onde a primeira consiste na
sintese de UDP N-acetilglicosamina (UDP-GIcNAc) pela enzima quitina sintase
(EC:2.4.1.16). As células em que a formagao de quitina ¢ interrompida sao afetadas por
sensibilidade osmotica, morfologia anormal, e interrupcdo do crescimento (360).
Embora algumas enzimas da via biosintética de quitina possam servir como alvos no
desenho de moléculas antifingicas, a maioria dos estudos se concentram na enzima
quitina sintase (361). Como a quitina ¢ ausente em vertebrados e plantas, a inibi¢ao de
sua biossintese pode ser considerada como uma opc¢do segura e seletiva para o
desenvolvimento de agentes antifingicos (362). Logo, a proposta visa desativar a
enzima quitina sintase (EC:2.4.1.16) a fim de evitar a sintese de quitina sem danificar a
planta. Esta ideia ¢ plausivel, pois a quitina sintase ¢ uma enzima especifica do fungo
presente em uma via metabolica essencial, sem rota alternativa. Uma outra possivel
forma de inibi¢do do crescimento de Fusarium seria através do bloqueio da atividade da
enzima UDP-N-acetilglicosamina fosforilase (EC:2.7.7.23), que ¢ responsavel pela
conversdo N-acetilglicosamina-1-fosfato em UDP-GIcNAc, um monomero utilizado
pela enzima quitina sintase para a produgdo de quitina através de polimerizagdo.
Entretanto, a enzima UDP-N-acetilglicosamina fosforilase se encontra presente em
plantas e de acordo com Jiang et al. (363), Nozaki et al. (364) ¢ Chen et al. (365), a
sintese de UDP-GIcNAc possui um impacto direto no crescimento e desenvolvimento
de plantas, que torna a inibicao do EC:2.7.7.23 uma questdo a ser avaliada, uma vez

que esta pode causar danos significativos ao hospedeiro.
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As nicomicinas e polioxinas foram os primeiros inibidores de quitina sintase
descritos (366), porém apesar de excelentes resultados in vitro, elas demonstraram uma
baixa atividade in vivo devido ao seu transporte ineficiente ou degradacdo antes de
alcancar a enzima alvo (367-371). Ge et al., (372) relataram a sintese e avaliacdo
bioldgica de 20 derivados como possiveis candidatos de inibidores da enzima quitina
sintase entre 0s quais um composto possuiu um resultado promissor ao obter um ICs, de
0.1 mM e, ser entdo, considerado o composto mais promissor para o futuro
desenvolvimento de agentes seletivos antifungicos, principalmente contra fungos do

género Fusarium.

5.2.1.2 Enzima decapping scavenger

A enzima decapping scavenger (DcpS, m7GpppX difosfatase, EC:3.6.1.59) ¢
primordial no controle da estabilidade do mRNA e na regulacdo da expressdo génica
(218). A enzima ¢ responsavel pela hidrolise da estrutura denominada cap que resulta da
decomposicao da via de degradagdo 3'-5' (373,374). Alguns inibidores da enzima DcpS
foram descritos para o tratamento da atrofia muscular espinhal (AME). Esses compostos
inibidores foram derivados da substituicdo da unidade C5 de quinazolinas e foram
capazes de inibir a atividade enzimatica de DcpS, sendo que o composto D156844 foi

indicado como o inibidor mais potente (375-377).

5.2.1.3 Carnitina O-acetiltransferase

A ligagdo de unidades de acetil a carnitina (378) ocorre reversivelmente através da

carnitina O-acetiltransferase (CAT, EC:2.3.1.7). O transporte de acetil-CoA entre os
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compartimentos intracelulares ¢ mediado por carnitinas acetiltransferases que
reversivelmente ligam unidades acetil a molécula carreadora de carnitina. Acetil-CoA ¢
o metabolito central que ¢ produto e substrato de muitas vias metabdlicas que
participam do metabolismo de carbono (379). Durante a sintese de fontes de carbono,
como acidos graxos, etanol ou acetato, acetil-CoA ¢ produzida em diferentes locais na
célula, que necessitam o transporte de wunidades de acetil entre diferentes
compartimentos (380). Acetil-CoA ndo consegue atravessar a membrana das organelas
sem carnitina (381). O efeito nocivo da inibicdo de CATs foi descrito em diversos
fungos (382-384). Justamente, Jaudzems et al. (385) demonstraram que o efeito
cardioprotetor do mildronato (3-(2,2,2-trimetil-hidrazinio)-propionato) ¢ capaz de inibir

a CAT através da ligagdo da enzima competitivamente com acetil-CoA.

5.2.1.4 3-hidroxantrananilato 3,4-dioxigenase

A enzima hidroxiantranilato 3,5 dioxigenase (EC:1.13.11.6) atua catalisando a
abertura do anel de 3-hidroxantrananilato no passo enzimatico final na via biosintética
do triptofano para quinolinato. A biosintese do quinolinato a partir do triptofano possui
importancia chave, uma vez que o quinolinato ¢ o precursor do anel de piridina dos
cofatores de nicotinamida (386). Além disso, a enzima 3-hidroxantrananilato 3,4-
dioxigenase atua na via da quinurenina, que € considerada a principal rota para o
metabolismo de triptofano para gerar quinolinato, o que justifica a enzima como um
alvo enzimatico em potencial para o desenvolvimento de um inibidor (387). Embora a
enzima 3-hidroxantrananilato 3,4-dioxigenase ndo seja documentada na literatura para
F. graminearum e para F. oxysporum, esta pode ser considerada de interesse para o

desenvolvimento de um fungicida, uma vez que esta ¢ a ultima enzima envolvida na
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biossintese de quinolinato € ao mesmo tempo se encontra na entrada da via para o

metabolismo de nicotinamida.

5.2.1.5 Ureidoglicolato liase

A enzima ureidoglicolato liase (EC:4.3.2.3) ¢ responsavel por catalisar a
degradacdo do ureidoglicolato em glicoxalato e ureia; esta enzima se encontra atuando
no passo final da via catabdlica levando purinas para uréia (388). Mclninch et al. (388)
apresentaram um inibidor para a enzima ureidoglicolato liase designado para mimetizar
as espécies transitorias produzidas durante a sua catdlise; o inibidor foi denominado
acido 2,4-dioxo-4-fenilbutanodico e foi considerado um dos mais potentes inibidores

competitivos com um K;de 2,2 nM.

5.2.1.6 Holocitocromo-c sintase

A enzima holocitocromo-c sintase (HCCS, citocromo ¢ heme liase, heme liase,
EC:4.4.1.17) catalisa a importacdo do apocitocromo para dentro da mitocondrias de
animais, fungos e protozoarios através da ligacdo covalente do cofator heme ao
citocromo ¢, que ¢ um componente essencial da cadeia de transporte de elétrons das
mitocondrias (389,390). A formagdo de holocitocromo ¢ pode ser inibida pela

deuterohemina, que ¢ considerada um analogo do substrato de HCCS (391).
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5.2.1.7 Esfingomielinase neutra

As enzimas esfingomielinases neutra (N-SMases, esfingomielina fosfodiesterase
2, EC:3.1.4.12) sao consideradas as principais candidatas para mediar o estresse
induzido pela producao de ceramida. A atividade N-SMase foi descrita, caracterizada e
clonada de células bacteriana, leveduras e células de mamiferos. Embora o nivel de
identidade entre estas enzimas seja baixo, os residuos chaves que estdo envolvidos na

ligacao de ions metalicos e na catélise sdo conservados (392).

Em leveduras, a sintese de esfingolipideos ¢ vital para o crescimento e a inibi¢cao
de N-SMases induz a morte celular (393). Por exemplo, a australifungina ¢ um inibidor
que ¢ capaz de bloquear a sintese de ceramida em leveduras (394), entretanto este
inibidor ndo ¢ comercialmente disponivel. Nagiec et al. (393) demonstraram que o
antifingico aureobasidina A foi capaz de inibir a enzima inositol fosforilceramida em

leveduras (ICsp= 0,2 nM).

5.2.2 Enzimas Auxiliares

5.2.2.12-metilcitrato desidratase

As espécies de Fusarium possuem genes que codificam enzimas putativas do ciclo
do metilcitrato, no entanto, ndo houve evidéncia experimental de que o ciclo do
metilcitrato seja funcional nessas espécies (395). A enzima 2-metilcitrato desidratase,
EC:4.2.1.79 ¢ responsavel pela conversdao de 2-metilcitrato em 2-metil-cis-aconitato no
ciclo do metilcitrato, que ¢ responsavel pela produ¢do de metabolitos secundarios

altamente toxicos durante a infec¢ao da planta (395-398).
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O actmulo de propanoil-CoA exerce um efeito toxico inibindo varias enzimas do
metabolismo primario (399). Para evitar este acumumulo, a maioria dos fungos utiliza o
ciclo do metilcitrato para a degradagdo eficiente de propanoil-CoA em piruvato. A
inibicdo desta enzima levaria a um acumulo de 2-metilcitrato, embora haja uma rota
alternativa em F. oxysporum, como pode ser deduzido a partir da anélise do mapa

KEGG fgr00640.

5.2.2.2Indoleamina 2,3-dioxigenase

A enzima indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO, EC:1.13.11.52) catalisa o primeiro
passo no catabolismo do triptofano (L-Trp) através da via da quinurenina (400), e seu
papel principal ¢ fornecer dinucledtido de nicotinamida e adenina (NAD") através da via
de quinurenina (401). Como ¢ uma enzima envolvida em patologias humanas (402—
406), alguns inibidores ja foram descritos na literatura para IDO (405,407,408). Jang et
al. (409,410) isolaram benzomalvina E de Penicillium sp. FN070315 e thielavinas de

Coniochaeta sp. 10F058 e descreveram estes metabolitos como inibidores de IDO.

5.2.2.3Fosfatidiletanolamina N-metiltransferase

A enzima fosfatidiletanolamina N-metiltransferase (EC:2.1.1.17) catalisa a
transferéncia de um ou mais grupos metil da S-adenosil-L-metionina. Nos fungos, a via
de metilacdo ¢ utilizada como a principal via de biossintese de fosfatidilcolina
(411,412). Uma vez que a via CDP-colina ¢ uma via auxiliar para gerar fosfatidilcolina,

que ¢ essencial para os fungos, a inibicao dessa via também se torna necessaria (413).
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Robson et al. (414) demonstraram que o inibidor ndo competitivo hemicholinium-
3 altera a morfologia das hifas na cepa F. graminearum A3/5, o que sugere que o0s

inibidores dessa via devem ser considerados em mais detalhes.

5.2.2.4L-metionina (R) -S-oxidase redutase

A enzima L-metionina (R)-S-6xido redutase (EC:1.8.4.14) catalisa a sintese de L-
Metionina (L-Met), que ¢ um aminodcido essencial. Embora a sintese de L-Met seja
primordial para o crescimento e desenvolvimento de fungos, a inibi¢cdo da enzima L-
metionina (R)-S-oxidase redutase ndo seria suficiente para causar a morte do patdégeno.
Outra rota alternativa para a producdo de L-Met ¢ encontrada em Fusarium através da
via L-Homocisteina, que possui duas enzimas que sdo capazes de gerar L-Met,
homocisteina S-metiltransferase (EC:2.1.1.10) e 5-metiltetrahidropteroiltriglutamato-

homocisteina-S-metiltransferase (EC:2.1.1.14).

5.2.2.5ATP adenililtransferase

A enzima ATP adenililtransferase (EC:2.7.7.53) ¢ responsavel por catalisar a
degradacao de Ap4A em ATP e¢ ADP na presenca de fosfato inorganico (415).
Entretanto, de acordo com Plateau et al. (415), a inibicao de apal e/ou apa2 ndo afetaria

a viabilidade celular.
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5.3 Validagdo das Enzimas Especificas por Andlise de balango de fluxo —

FBA

5.3.1 Analise de balanco de fluxo da reconstrucao metabdlica de F.

oxysporum

A reconstrucao metabolica na escala genomica ¢ uma ferramenta disponivel para a
modelagem metabolica que pode atuar tanto na descoberta de novos alvos quanto ao
desenvolvimento de medicamentos e na compreensdo de doencas humanas
(21,416,417). Os métodos computacionais adequados para a reconstru¢ao metabodlica
devem ser capazes de produzir modelos que requerem apenas uma quantidade minima
de intervencdo humana e que também possam prever com precisdo os fenotipos
metabodlicos, uma vez que o delugio de dados produzidos por meio do sequenciamento

do genoma esté criando gargalos nas analises metabolicas (418).

A utilidade do FBA tem sido cada vez mais reconhecida por sua simplicidade e
extensibilidade (419,420), uma vez que requer apenas informagdes sobre a
estequiometria da reacao metabolica e equilibrio de massa em torno de metabolitos sob
estado pseudo-estavel (421). Além disso, o FBA foi aplicado com sucesso a uma
multiplicidade de espécies como Chlamydomonas reinhardtii (422), E. coli (423,424),
Neisseria meningitidis (425), S. cerevisiae IND750 (426), Staphylococcus aureus N315
(427), Streptococcus thermophilus LMG18311 (428) para modelar seus metabolismos

celulares.

Determinar a composi¢ao da biomassa ¢ o primeiro passo para a analise de
fluxo. Ela ¢ uma componente chave para prever o metabolismo celular, através da

distribui¢ao do fluxo em modelos metabdlicos baseados em restricdo usando FBA, pois
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os fluxos intracelulares sdo dependentes dos fluxos que contribuem para a sintese de
biomassa (429,430). E embora tenham ocorrido progressos nas tecnologias analiticas,
muitas vezes ¢ dificil obter uma composicdo detalhada de todos os principais

componentes da biomassa experimentalmente.

Evidéncias experimentais indicam que a composi¢do da biomassa varia entre
espécies, tipos de células e condicdes fisioldgicas (431,432). No entanto, devido a falta
de informagdes experimentais especificas de organismo e/ou condi¢des especificas, as
composi¢des de biomassa usadas nos modelos metabdlicos em escala genomica de
plantas sdo frequentemente coletadas de diversos tipos de medigdes, experimentos,

grupos de pesquisa e até diferentes tipos de células e espécies de plantas (433).

Em plantas, pouco se sabe sobre o impacto da variagdo da composicdo da
biomassa na previsao de fluxo em modelos utilizando FBA, cujo metabolismo ¢ muito
versatil e complexo devido a presenca de multiplos compartimentos subcelulares. Além
disso, os modelos metabdlicos publicados de plantas diferem em tamanho e

complexidade (434).

Um estudo realizado por Yuan et al., (2016) (434) investigou o efeito da
composicdo da biomassa no estado estaciondrio em trés modelos metabdlicos de
Arabidopsis (435), AraGEM (300) e AraCore (436). Foi observado que no modelo de
Poolman et al., (2009) (435) a parede celular compreendia mais da metade da biomassa
celular. Em contraste, as células continham maiores quantidades de proteina no modelo
AraGEM e AraCore. Evidéncias experimentais indicam que as distribuicdes dos
componentes da biomassa sdo muito especificas do tecido (437,438). Um resultado
esperado ¢ a semelhanga entre a composi¢ao das células no modelo AraGEM e AraCore,

uma vez que ambos modelos representam células foliares fotossintéticas. E embora
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existam algumas semelhangas em termos de proporc¢des de parede celular, carboidrato e
proteina, também ha grandes diferengas. Por exemplo, a propor¢do de lipidios na
biomassa AraCore ¢ muito maior do que na biomassa AraGEM (18,4 vs. 1,1%). Isso
pode ser explicado pelo fato de que os dados de biomassa no modelo AraGEM sao

coletados de diferentes organismos (434).

Em contrapartida, observamos que os componentes de biomassa de F
oxysporum s3ao em sua maioria compostos de aminodcidos (45%), seguidos de
nucleotideo (25%) de carboidratos (8%), lipideos (4%) e componentes de menor
importancia (18%). Estes resultados sdo provenientes do modelo disponivel na época
(293) deste estudo (Biomodel MODEL1302010014) e inspirado nos dados de levedura;
ele correspondem basicamente ao que se obteve experimentalmente analisando o valor
nutritivo dos cogumelos (439). Considerando a producdo de aminoacidos, uma analise
de quatro cepas fungicas miceliais ¢ uma levedura em culturas colhidas nas fases de
crescimento médio € no inicio do crescimento estacionario, Christias et al. (1975) (440)
mostraram que F. oxysporum continha aproximadamente 325 mg aminoacidos por g de

micélia (32,5%) em cultura o que ¢ levemente abaixo do valor reportado no modelo.

Contudo, diferengas importantes podem ser observadas com os valores dos
metabdlitos registrados ao nivel experimental no caso de F. oxysporum. Por exemplo,
em um estudo promovido por (441), a biomassa do fungo estudado aumentou a uma
taxa lenta até cerca de 48h, mas depois aumentou a uma taxa exponencial. A natureza e
a disponibilidade de substratos de crescimento e carboidratos sdo cruciais para prever a
taxa de crescimento e a multiplicacdo de fungos em culturas de laboratorio. Por
exemplo, ao analisar diferentes fontes de carbono (meios sintéticos ou caules de sorgo
doce) e nitrogénio, bem como a relacdo carbono/nitrogénio, usadas para o cultivo de F.

oxysporum, foi possivel obter concentragcdo de lipidios de 4,4 g/L. com o contetido de
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lipideos em 42,6% (w/w). Além disso, o fungo foi capaz de crescer em caules de sorgo
sacarificado sem a necessidade de suplementacdo externa de nitrogénio. A remocao das
particulas de caules de sorgo doce permitiu a produ¢do de lipidios durante o cultivo em
solidos iniciais aumentados em até¢ 16 (w/w), o que resultou em uma producao lipidica

de 3,81 g/L. (442).

Feofilova et al. (2015) (443) ao avaliar a composicao lipidica da parede celular,
células micélicas inteiras e de células dormentes de fungos mucoraceos e ascomicetos
evidenciaram que células miceliais inteiras continham mais lipidos que a parede celular.
O valor do conteudo lipidico nas células miceliais inteiras nas trés espécies de fungos
variou de 10% a 50% do valor total da biomassa. Ao contrario, em células fungicas no
estado de dorméncia exdgena (esporos), a parede celular obteve um maior conteudo

lipidico e variou de 7% a 30% do valor total da biomassa (443).

Naturalmente, estes valores de contetdo lipidico s3o o resultado de um processo
de acumulacdo em vacuolos que pode ser especifico de um determinado fungo. Estes
valores ndo corroboram o fluxo metabdlico de biosintese do modelo que ele é apenas

citosolico e provavelmente relativamente conservado em fungos.

Contudo, a modelagem FBA em fungo ¢ uma atividade muito nova no campo da
ciéncia e a significancia dos resultados do modelo analisado aqui, a pesar de ter

produzidos inferéncias de alvos valiosas, t€ém que ser considerados com cuidado.

Em relacdo as enzimas que foram identificadas como especificas de F. oxysporum
considerando cinco espécies de plantas hospedeiras e que foram inseridas na
reconstru¢dao do fungo, estas ndo puderam ser consideradas criticas para a sobrevivéncia
do F. oxysporum. Porém, ¢ claro que essa suposi¢do deve ser confirmada por

experimentacdo de bancada, pois, de fato, as seis enzimas sdo principalmente
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especificas. E de acordo com os mapas metabdlicos do KEGG, essas enzimas possuem
papel de centralidade nesses mapas. Devido a essa representacdo simplista dos mapas
metabolicos, a avaliacdo da centralidade dos mapas do KEGG ¢ provavelmente muito

tendenciosa.

5.3.2 Genes e atividades de enzimas inseridas na Reconstru¢io metabolica

de F. oxysporum

Como mencionado na se¢do 4.3.1, foi possivel atualizar a reconstru¢cdo metabolica
de F. oxysporum realizada por Pitkdnen et al. (2014) (293) através da inclusdao de 6
novos genes ¢ 6 novas atividades enzimaticas. Destes, dois genes representados por
duas atividades enzimaticas (FOF7RO0, ureidoglicolato liase — EC: 4.3.2.3 ¢ FOFE93,
m7GpppX difosfatase — EC: 3.6.1.59) foram considerados chave para o controle de
Fusarium spp.; e um gene representado por uma atividade enzimatica (FOFYWS, ATP
adenililtransferase — EC: 2.7.7.53) foi considerado uma enzima auxiliar. Estes tiveram
seus papéis fisioldgicos discutidos na se¢do 5.2.1, bem como a existéncia de inibidores a
fim de justificar a sua inibi¢do. De modo que estaremos discutindo o papel fisiologico
de apenas trés genes incluidos na reconstru¢do metabdlica do fungo representados por
trés atividades enzimaticas (F9FX31, 25S rRNA M(1)2142 metiltransferase —
EC:2.1.1.86; F9FL57, carboxi-cis, cis-muconato ciclase — EC:5.5.1.5 e¢ F9FPS4,

aconitato descarboxilase — EC:4.1.1.6) a seguir.

5.3.2.1 25S rRNA M(1)2142 - metiltransferase

A metilagdo ¢ uma modifica¢do pods-transcricional predominante encontrada no

rRNA (444). A metilagdo da base promove empilhamento de base aumentando a
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hidrofobicidade e expandindo a polarizabilidade (445). A enzima 25S rRNA M(1)2142
metiltransferase também conhecida como Bmt2 esta envolvida na modificagdo de base
do 25S rRNA na posi¢do 2142. A enzima Bmt2 ¢é a segunda enzima m'A
metiltransferase envolvida na modificagdo de base da hélice 65 da 25S rRNA em S.
cerevisiae. A falta de modificacdo fornece perdxido de hidrogénio e sensibilidade a

anisomicina, juntamente com um leve defeito na unido das subunidades (446).

A observagdes feitas através de modificacio de base de tRNA ¢ m'A 2142
indicam que as vias de biossintese destas modificagdes podem estar envolvidas na
resposta celular no sentido de estresse oxidativo estimulada por perdxido de hidrogénio.
No entanto, estudos futuros sdo necessarios para elucidar o papel especifico dessas

modificagdes no estresse oxidativo (447).

5.3.2.2 Carboxi-cis,cis-muconato ciclase

A enzima carboxi-cis,cis-muconato ciclase pertence a familia das isomerases,
especificamente a classe das liases intramoleculares. E uma enzima que participa na

degradacdo do benzoato via hidroxilagao.

No fungo F. oxysporum, o mutante que apresenta a delecdo desta enzima fica
inviabilizado de catabolizar compostos fendlicos conhecidos por serem degradados
através da via do PB- cetoadipato. E como consequéncia, o mutante ¢ prejudicado na
invasao radicular e se torna ndo patogénico, apesar de apresentar colonizag¢do radicular

superficial normal (448).

A delegdo desta enzima ndo acarreta a morte do fungo, e sim, a inviabilidade

patogénica deste. Entretanto, por ndo possuir um mapa metabolico definido que atende
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os requisitos para esta ser classificada como uma enzima auxiliar (topico 5.2.2), esta
enzima somente foi classificada com uma enzima importante ja que identificada pela
metodologia de busca por enzimas especificas e foi inserida na reconstru¢cdo metabdlica

de F. oxysporum.

5.3.2.3 Aconitato descarboxilase

A enzima aconitado descarboxilase participa da via de biossintese do acido
itaconico (449,450). A funcdo da enzima aconitato descarboxilase foi descrita no fungo
filamentoso Aspergillus terreus (451). A enzima catalisa a formagao do acido itaconico

pela descarboxilacdo do cis-aconitato para o acido itaconico (452).

A aconitato descarboxilase (aconitase) ¢ a primeira reacdo de descarboxilacio
experimentalmente demonstrada do acido itaconico, levando a formacdo do grupo
metileno: cis-acetonado <=> itaconato + CQO,, onde o acido acético é descarboxilado
com a formacgdo de uma dupla ligagdo entre o carbono 2 (C2) e o C3 do acido citrico
para produzir o itaconato. O itaconato ¢ um metabdlito antibacteriano (453) que ¢
produzido pela fermentacdo de fungos filamentosos na presenca de oligossacarideos

(454).

O mapa do MetaCyc mostra a rota de biosintese do itaconato a partir do piruvato

(https://biocyc.org/META/NEW-IMAGE?type=NIL &object=PWY-5750). @ Apdés a

remocao de uma molécula de dgua do citrato pela aconitase, que ocorre na mitocondria,
o cis-aconitato ¢ movido para o citosol, onde ¢ convertido em itaconato pela aconitato
decarboxilase (455). Contudo, este mapa ndo atende os requisitos para que esta enzima

pudesse ser classificada como uma enzima principal ou auxiliar (topico 5.2.2). Entdo, na
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duvida, inserimos ela na reconstrucdo de F. oxysporum como fizemos para a carboxi-

cis,cis-muconato ciclase.

5.3.3 Modelagem tridimencional das duas enzimas analogas consideradas

criticas

Os dois pares de enzimas FOF4G5 (F. oxysporum) - Q8GWPS (4. thaliana) e
FOFSB6 (F. oxysporum) - Q9SZE9 (A. thaliana) foram encontrados de forma anéloga ¢
em um deles FOF4G5 - Q8GWPS, ambas as enzimas podiam ser comparadas, pois os

modelos 3D estavam disponiveis no PDB.

A modelagem 3D permitiu confirmar o carater analogo de pelo menos um par de
enzimas ja que o potencial eletrostatico do dominio catalitico da enzima de F.
oxysporum (F9F4GS5) ¢ principlamente eletropositivo quando o potencial eletrostatico
do dominio da enzima de A. thaliana (Q8GWPS) ¢ principlamente eletronegativo. Por
consequéncia, um inibidor carregado negativamente podera sé interagir com uma e vice-
versa o que demonstra o carater seletivo que um inibidor deste tipo pode possuir e por

consequéncia o potencial especifico das enzimas analogas no tratamento terapéutico.

A enzima analoga do fungo, FOF4G35, ¢ critica segundo a classificagdo do FBA ¢ a
sua inibicao teria potencial de alterar de forma significativa o proprio crescimento do F.
oxysporum. A enzima pseudouridina sintase, EC: 3.5.4.26, ¢ responsavel pela
modificagdo pods-transcricional mais frequente de RNAs celulares. Ela catalisa a
isomerizacdo especifica de residuos de uridina que ja fazem parte de uma cadeia de
RNA e parece empregar informacdes de sequéncia e estruturas 3D para atingir a sua

especificidade (456).
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King & Lu (457) avaliaram a significancia bioldgica das pseudouridinas sintase
eucaridticas usando a levedura S. cerevisiae e observaram que as cepas defetivas
apresentaram alteracdo diferencial nas propriedades de crescimento do organismo,
incluindo, em alguns casos, crescimento aumentado e/ou curvas de crescimento bifasico
ndo observadas em cepas de tipo selvagem em condigdes equivalentes. Os resultados
demonstram que a inibicdo da pseudouridina sintase pode ter um efeito qualitativo

significativo no crescimento.

Além disso, em 7. gondii o gene da pseudouridina sintase ¢é critico na
diferenciagdo celular entre as duas formas assexuadas: taquizoitos e bradioitos (458).
Em humanos, a mutacdo nos genes responsaveis pela sintese de pseudouridina sintase ¢
responsavel por doengas (miopatia mitocondrial e anemia siderobldstica - MLASA;

disqueratose congenita) (459,460).

A enzima de F. oxysporum que nao pode ser modelada por possuir baixa
identidade com os moldes disponiveis no PDB, FOFSB6 - EC; 3.5.1.49, ¢ uma
formamidase. A enzima formamidase medeia a hidrdlise altamente especifica de
formamida para produzir formato e amodnia (461). Em Aspergillus spp., a formamida,
serve apenas como fonte de nitrogénio, pois o formiato tem apenas um atomo de

carbono e, portanto, ndo ¢ uma fonte de carbono(462).

Nos fungos filamentosos, as atividades de muitas enzimas catabdlicas de
nitrogénio, incluindo as amidases, mostraram-se altamente reguladas em resposta aos
niveis de nitrogénio na célula através da repressdo do metabolito de nitrogénio, o que
resulta na utilizacdo preferencial das fontes de nitrogénio de amoénia e L-glutamina
(463). Para fungos fitopatogenos foi proposto que a disponibilidade de nitrogénio

durante o crescimento da planta pode ser um fator limitante (464—468). Assim, de
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acordo com o estilo de vida particular destes organismos, os desafios nutricionais
podem exigir varias adaptagdes. Os fungos podem utilizar uma ampla gama de fontes de
nitrogénio. A amodnia e a glutamina sdo preferidas, mas quando essas fontes primarias
estdo ausentes ou estdo presentes em baixas concentragdes, outras fontes secundarias

podem ser usadas (463).
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6. PERSPECTIVAS

Como perspectivas para este trabalho podemos citar a colaboragdo para
desenvolvimento de protocolos para CRISPR em nocautes de Leishmania para as
enzimas tripanotiona sintetase, esterol 24-C-metiltransferase, piruvato fosfato

diquinase, e RNA-edi¢do ligase, sugeridas no nosso estudo.

A auséncia de dados de reconstrucdo metabolica para L. major nos impulsionou
para escolha de outro modelo hospedeiro-parasito. Porém, em 2015 uma reconstrugdo
metabodlica sem curadoria foi depositada no banco de dados do BIOMODELS para este
parasito. Caso esta reconstru¢ao passe por um processo de curadoria ou até mesmo uma
nova reconstru¢do metabodlica seja depositada no banco de dados, ¢ imprescindivel a

utiliza¢ao de FBA para validar, in silico, os alvos propostos por Catharina et al. (282).

Em relagdo ao trabalho sobre enzimas especificas de F. oxysporum, os genes
homologos que foram considerados criticos para a produg¢do de biomassa pelo fungo
poderiam ser explorados através de sua expressdao diferencial comparado a expressao
dos genes do hospedeiro. Como ndo foi encontrado nenhum experimento que fornecia
dados de RNAseq para F. oxysporum, ndo foi possivel explorar um eventual difencial no
nivel da expressao dos genes considerados criticos no fungo em relacao A4. thaliana.

Somente foram encontrados dados de experimentos de RNA-seq para 4. thaliana.

Por outro lado, a modelagem por FBA mostrou que analogia em enzimas criticas ¢

uma fonte de alvos a ser contemplada, também, para o desenvolvimento de inibidores.

Uma outra opg¢ao investigativa que apareceu produtiva ¢ de buscar alvos na rede
de sinalizagdo; esta estratégia foi seguida por Florez et al. (329) no caso de L. major e

proporcionou mais de 140 alvos. Contudo, aqui focamos em uma estrategia direcionada

131



para os alvos da rede metabolica em continuacdo de um trabalho pioneiro iniciado no

Instituto Oswaldo Cruz (Laboratdrio de Gendmica Funcional e Bioinformatica) (37).
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7. CONCLUSAO

Como conclusdes do trabalho podemos citar:

[+

E

E

Com a metodologia de busca de enzimas especificas desenvolvida
conseguimos identificar 40 enzimas estritamente especificas de L. major

no seu sistema parasitario com H. sapiens.

Das 40 enzimas estritamente especificas de L. major, 32 enzimas foram
descartadas por apresentarem vias alternativas no metabolismo do parasito.
Neste estudo, somente foram sugeridas como alvos para o
desenvolvimento de farmacos enzimas essenciais para L. major que

possuiram vias Unicas no metabolismo do parasito.

As enzimas esterol 24-C-metiltransferase, piruvato fosfato diquinase,
tripanotiona sintetase ¢ RNA-edi¢cdo ligase foram sugeridas como sendo
enzimas essenciais para L. major que podem servir como alvos para o

desenvolvimento de farmacos.

Foi possivel implementar a metodologia de busca por enzimas especificas
em outro sistema hospedeiro-parasito, no caso, planta-fungo: A. thaliana e
F. oxysporum; B. rapa e F. oxysporum; G. max e F. oxysporum; J.curcas e

F. oxysporum; R. communis e F. oxysporum.

Durante a implementagdo da metodologia de busca por enzimas
especificas no sitema planta-fungo foram identificadas 31 enzimas
especificas para F. graminearum e 28 enzimas especificas para F.

oxysporum em relagdo as cinco espécies de plantas estudadas.
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E

E

E

Com o estudo de enzimas especificas de F. oxysporum, foi possivel inserir
seis genes, FOFX31, FOFYWS, FOFE93, FOFPS4, FOF7R0, FOFL57, que

ndo estavam presentes na reconstrucao metabolica do F. oxysporum.

A modelagem por FBA permitiu identificar trés enzimas criticas de F.
oxysporum, BOSYU4, FOF4GS5 e FOFSB6, para a producao de biomassa,
cuja inibicdo teria potencialidade de desarticular a rede metabolica do

fungo in vivo.

As enzimas criticas para a producdo de biomassa pelo fungo, FOF4G5
(EC: 3.5.4.26) e FOFSB6 (EC: 3.5.1.49), foram consideradas analogas por
possuirem uma contraparte na planta 4. thaliana, QSGWPS5 (EC: 3.5.4.26)

e QI9SZE9 (EC: 3.5.1.49).

Foi possivel modelar a estrutura 3D de somente o par de uma das enzimas
consideradas criticas para a produ¢do de biomassa pelo fungo F9F4GS5
(EC: 3.5.4.26), de F. oxysporum com seu respectivo par Q8GWP5 (EC:

3.5.4.26).

O gene BOSYU4, apesar ndo ter homologos proximos no genoma de F.
oxysporum, foi incluido na reconstru¢do metabolica deste fungo por ser

considerado critico para a producao de biomassa (gap-filling).

A enzima pseudouridina sintase, FOF4G5 - EC: 3.5.4.26, pode ser
considerada um alvo apropriado a inibicdo por RNA interferéncia
produzido por hospedeiro transformados para adquirir esta competéncia ja
que envolvido no crescimento do fungo e regulacdo de processos

biologicos essenciais.
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W A enzima formamidase, FOFSB6 - EC; 3.5.1.49, pode ser considerada um
alvo secundério para desenvolvimento de um fungicida, pois ndo esta
envolvida com uma fungdo vital para sobrevivéncia do fungo. Apesar
desta enzima estar envolvida com a hidrolise de formamida para produzir
amoOnia, o fungo consegue utilizar outras fontes secundarias quando a

amonia esta ausente ou presente em baixa concentragao.
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Introduction

Leishmaniasis is a disease caused by a protozoan parasite from
more than 20 species in the Leishmania genus of the family
Trypanosomatidae that may affect skin (cutaneous form) and
the mucosal membranes (visceral form); the visceral form can be
fatal. Trypanosomatidae is successively inserted in the order
Kinetoplastida, the subclass Metakinetoplastina, the class
Kinetoplastea, the phylum Euglenozoa and the clade Excavates.
The parasite is transmitted by blood-sucking insects known as
sandflies, a colloquial name for any species or genus of flying,
biting, blood-sucking dipteran encountered in sandy areas.
In the New World, leishmaniasis is spread by phlebotomine
(Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) of the genus Luzzomyia,'
whereas in the Old World, it is spread by sandflies of the genus
Phlebotomus? The World Health Organization (WHO) esti-
mates that there are 0.7 to 1.3 million new cases worldwide3*
with 20000 to 30000 deaths per year. Medications include
the following: (1) liposomal amphotericin B, a combination of

pentavalent antimonials and paromomycin, and miltefosine, for
the visceral form and (2) paromomycin, fluconazole, or pentami-
dine, for the cutaneous form.>

Briefly, (1) liposomal amphotericin B is thought to act by
binding to ergosterol, the principal sterol in fungal and
Leishmania cell membranes,® which results in a change in
membrane permeability promoting monovalent ion leaks,
metabolic disturbance, and cell death. AmBisome, the com-
mercial formulation, is expensive, which makes its large-scale
use in developing countries problematic. (2) The effect of
pentavalent antimonials is pleiotropic because it may act (a)
as a prodrug that is converted to active and more toxic triva-
lent antimony, (b) directly on molecular targets in the thiol
redox metabolism” such as trypanothione and glutathione,®
and (c) through thiols and ribonucleosides.’ (3) Paromomycin
is an antibiotic that was proposed to successively (a) bind

to the paraflagellar rod proteins and prohibitin, (b) be
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internalized by endocytosis, and (c) interact with a P-type H*
adenosine triphosphatase (ATPase).1? (4) Miltefosine is an
alkyl phospholipid whose mechanism of action is to inhibit
phospholipid metabolism by decreasing phosphatidylcholine
and increasing phosphotidylethanolamine!! with the conse-
quence of apoptosis-like cell death.

Amphotericin B, pentavalent antimonials, paromomycin,
and miltefosine induce noxious side effects and have variable
efficacy in leishmaniasis treatment depending on the geo-
graphical locality. A combination treatment has the potential
advantages of shortening the duration of treatment, reducing
the overall dose of medicines, and reducing the probability of
selection of drug-resistant parasites. Several trials of combina-
tions have been conducted, with favorable results.!3

In the case of the cutaneous form fluconazole and pentami-
dine may also be part of a combination.’® The New World
torm of Leishmania tends to be more severe and lasts longer
than that of the Old World form. No single treatment approach
fits all possible clinical presentations. In fungi, fluconazole
interacts with 14-o demethylase, a cytochrome P450 enzyme
necessary to convert lanosterol to ergosterol. As ergosterol is an
essential component of the fungal cell membrane, inhibition of
its synthesis results in increased cellular permeability, causing
leakage of the cellular contents'; in Leishmania, the precise
mechanism of action has not been described yet.! Interestingly,
it is well tolerated at relatively high doses by humans.!®
Pentamidine was found to be a competitive inhibitor of argi-
nine transport!” and a noncompetitive inhibitor of putrescine
and spermidine transport in Leishmania infantum,'® Leishmania
donovani, and Leishmania mexicana.'®

Infections caused by Leishmania are becoming major pub-
lic health problems on a global scale. Many species of
Leishmania around the world are obtaining up to 15-fold
resistance levels, as estimated by the WHO. The arsenal of
drugs available for treating Leishmania infections is limited
and includes pentavalent antimonials, pentamidine, ampho-
tericin B, miltefosine, fluconazole, and a few other drugs at
various stages of their development process.?0 Leishmania
that is showing resistance is relatively difficult to observe and
maintain in laboratory settings.?!

The pharmaceutical industry has experienced a dramatic
decrease in productivity between the 1980s and 2010 that is
principally due to the cost burden of investing in the research
and development (R&D) of new drugs,?? which are estimated
to cost $1.7billion each.?3 In response, the process of drug
R&D is shifting from how these activities were addressed
as health care priorities in the past to approaches that are
dominated by their potential market value. Even if the situa-
tion reverted to the figure of the 1980s (as defined by the
number of new chemicals licensed by the Food and Drug
Administration), concerns exist regarding future decision
making, which requires a new paradigm for the management
of R&D activities to attend to global needs.?*

Of course, screening for active compounds must be contin-
ued to anticipate the development of resistant parasitic forms.
However, due to its low market potential, R&D for drugs
against parasitic diseases that are endemic to tropical regions in
developing countries is generally under prioritized or neglected
by private companies and its realization depends on other
means.252¢ As alternative financial sources for research on
neglected diseases are limited and highly divided among indi-
vidual researchers, gpen science and data sharing have received a
growing interest as means of leveraging and combining the
available resources to accelerate drug discovery efforts.?” This
community-based concept for a new drug discovery model led
to the London Declaration on Neglected Tropical Diseases in 2012
for the control, elimination, or eradication of neglected tropical
diseases (http://unitingtocombatntds.org).

Many proteins are potential targets for drug interventions
that control human diseases. The most recent number of drug
targets was estimated to be in the hundreds, based on an analy-
sis made before 2007.28 However, the number of druggable
proteins is substantially greater according to the DrugBank
database Web site (http://www.drugbank.ca/). The current
version of this database (5.0) contains 8206 drug entries that
are linked to 4333 nonredundant (nr) protein sequences (ie,
drug target/enzyme/transporter/carrier).

The discovery of drugs based on in silico docking of the
inhibitors in models of the 3-dimensional (3D) structures of
the protein targets has proven to be of great value in the pro-
cesses of rational drug design as well as drug screening and
has effectively contributed to conserving resources in the area
of drug discovery. The use of this information may allow a
substantial savings in the cost and time involved in the pro-
cess of drug release.?’

Unfortunately, all druggable protein targets are not neces-
sarily suitable for a therapeutic design because of several con-
straints, including noxious side effects to patients. The specific
inactivation of a pathogenic enzyme without affecting any
human enzymes would provide a safe approach to control the
pathogen. The long-lasting, diverging evolution over a billion
years that separates the common origins of simple unicellular
and complex multicellular eukaryotes (phytozoan and meta-
zoan) could have given rise to the enzymatic functions that
are specific to parasitic pathogens in comparison with their
hosts.3®  Similar mechanisms could generate analogous
enzymes in pathogens and hosts that can also provide poten-
tial molecular targets due to the variations in their enzymatic
sites that can be distinguished for inactivation by a given
inhibitor.?? By definition, analogous enzymes result from the
convergent evolution of independent proteins rather than
originating from common ancestral proteins (homologs),
which allows for the same function but have differences in
their primary, secondary, and tertiary structures.3!

A previous study established a methodology to identify,
annotate, compare, and study analogous and homologous
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enzymes. The results obtained with this method could be
used to identify the enzymatic activities in essential metabolic
pathways that can serve as new therapeutic targets for fight-
ing the infectious and parasitic diseases caused by protozoa of
the Trypanosoma and Leishmania genera.’? This methodology
includes the computational search for genes that encode (1)
enzymes that are specific to parasites and, thus, are not
encoded in human DNA, (2) analogous enzymes, and (3) the
in silico mapping of the biological pathways of analogous and
homologous enzymes considering the entire metabolism of
the pathogens under consideration. The resulting pipeline,
called AnEnPi (Analogous Enzymes Pipeline, http://anenpi.
fiocruz.br), uses the protein sequences stored in the Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) database
(http://www.genome.jp/kegg/). AnEnPi implements algo-
rithms that can perform the following tasks: (1) the clustering
of protein sequences by homology using Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST); (2) the classification of
sequences in different homologous clusters as analogous
enzymes when they have the same enzymatic function, ie,
Enzyme Commission (EC) number33; (3) the detection of
specific enzymes34; (4) the annotation of protein functions
using BLAST or HMMER; and (5) the generation of meta-
bolic maps using the tools provided by KEGG (http://www.
genome.jp/kegg/tool/map_pathwayl.html). The reconstruc-
tion of metabolic pathways in parasites based on the meta-
bolic maps provided by KEGG aims to identify the enzymatic
activities that are essential for a parasite and can be consid-
ered promising targets for drug development.35-37

Any error associated with a classification process can be
qualified as follows: (1) false positives, which occur when a
Leishmania major enzyme is classified as specific or analogous
while at least 1 gene for a homologous enzyme exists in the
Homo sapiens genome; (2) false negatives, which occur when the
classification of a homologous pair is erroneous, and it should
be classified as a specific or an analogous enzyme because of an
incorrect annotation; (3) £rue positives, which occur when a pair
of specific or analogous genes is correctly classified; and (4) #rue
negatives, which occur when a pair of homologous genes indeed
does not refer to specific or analogous genes.

The occurrence of false positives based on the available
sequence annotations can result in significant errors and has
been a recurring problem in the previously described method-
ology. Often, incomplete annotations are responsible for gener-
ating the false positives of specific or analogous enzymes.
Because annotation is a dynamic process that improves with
time, at any given moment, a pair of enzyme-encoding genes
can be incorrectly classified as specific simply because the
homologous counterpart in 1 genome of the pair has not yet
been annotated.

Here, this report focuses on an evaluation of the false
positives produced by AnEnPi because of the following: (1) in

its current iteration, AnEnPi does not have any process of

false positive assessment and (2) this error component is critical
for decisions on the investment of limited resources on a puta-
tive specific or analogous enzyme for drug development. The
existence of false positives during target identification could
invalidate years of research into drug development. We only
considered the errors resulting from incomplete annotations
here, not those from mistakes in the genome assemblies or EC
annotations, and we describe a method to track false positives in
the AnEnPi output to improve the identification of enzymes
that are specific to L major compared with H sapiens.

As a result of the application of the proposed depuration
process to L major, we found 4 specific enzymes (sterol
24-C-methyltransferase, RNA-editing ligase, pyruvate phos-
phate dikinase, and trypanothione synthetase) that seem to be
valuable targets for further drug development.

Materials and Methods
Background

AnEnPi has produced false positive diagnoses due to inaccu-
rate and fragmented annotations. Here, we propose a process
to debug these error sources. We searched for false positives in a
list of enzyme sequences obtained from AnEnPi%? whose func-
tions were annotated as specific for L major compared with H
sapiens. As a pipeline, AnEnPi classifies enzymes as homolo-
gous, analogous, and specific enzymes by considering the simi-
larities among sequences with =100 amino acids and the
functional annotations of the enzymes in the 2 organisms
being compared. Considering all the combination pairs of
enzymes between 2 organisms, an enzyme was designated (1)
homologous to another when the similarity score and the E-value
of their alignment was, respectively, =120 and close to 10~ or
below (using BLASTYp); (2) analogous to another when the
similarity score of their alignment was <120, but the enzymes
were associated with the same EC (catalyzing the same reac-
tion); (3) functionally specific when it was homologous to
another, as defined under “1” but associated with a different
EC; and (4) strictly specific when it was not homologous and
did not share its EC with any of the other enzymes. In other
words, by classifying enzymes as strictly specific to L major, we
meant that the reactions of these enzymes were found to be
catalyzed in L major but not in H sapiens. Thus, an enzyme was
considered strictly specific to L major when its EC was not
found in H sapiens. The gene list that we recovered from
AnEnPi (KEGG release 58.1, June 1, 2011) included 67
sequences from L major, with 42 of these sequences being asso-
ciated with a respective EC that was classified as strictly spe-
cific to L major compared with H sapiens by AnEnPi.

Process of strictly specific enzyme depuration

We could distinguish several steps and components in the pro-
cess of strictly specific enzyme depuration. First, it is necessary
to diagnose whether or not the putative strictly specific enzymes
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of L major have homology with human DNA and its encoded
enzymes. Second, a human subject enzyme that was found to
be a homolog might be associated with the same EC as the L
major query and could be diagnosed as a fa/se positive or it could
be associated with a different EC number and be diagnosed as
functionally specific. Third, in the case of an ambiguous situa-
tion, we also characterized the 2-dimensional (2D) structure of
the homologous regions. Fourth, we further checked putative
strictly and functionally specific enzymes with 3D-HMM
(HHpred and HHsearch) to detect eventual remote homolo-
gies in reference to the human 3D enzyme structures. Fifth, the
enriched set of strictly specific enzymes of L major was chal-
lenged for the potentiality of its components as suitable as lead
targets in reference to their centrality in metabolic pathways.
Sixth, specific enzymes were investigated in other human para-
sites to assess their relevance as targets for drug development.
The process that we followed to enrich our enzyme set in
the strictly specific proteins of L major that are potentially suit-
able for drug development is summarized in Figure 1 and is as
follows. (1) The comparison of L major DNA-encoding pro-
teins with human DNA was straightforward and it gave the
sequence coordinates where homologous sequences could be
found in the human genome (Figure 1A). The consistency of
the detected homologies could be analyzed by performing
multiple comparisons to determine whether the corresponding
matches were obtained from protein-to-protein and protein-
to-DNA using parasite-to-human and human-to-parasite
queries (Figure 1B). (2) The amino acid sequence comparison
between L major enzymes and human proteins allowed us to
quickly identify most of the human proteins that deserved
attention as potential homologous enzymes (Figure 1C). (3)
The comparison of the human proteins identified under “2”
with human chromosomal DNA allowed the delineation of
their gene structure (exons and introns). (4) The comparison of
the L major proteins that had a homologous hit with the human
genomic sequence without a corresponding human protein in
the Ensembl list®® indicated a potentially missing human gene
annotation or a possible pseudogene (Figure 1D). (5) The sub-
ject enzyme of a homologous pair is associated with an incon-
sistent annotation (Figure 1E) or a different EC compared
with the query enzyme (Figure 1F). (6) We compared the 2D
profiles of the query and subject sequences in ambiguous
homologous pairs to discriminate orthology and distant paral-
ogy or analogy (Figure 1G). (7) Ambiguous annotations, as in
“6,” also occurred when an enzyme that was classified as non-
homologous to the human genome was found to share an EC
with that of a homologous one in L major, which is a case of
intragenomic analogy. In that case, the nonhomologous L
major enzyme might be analogous to the human counterpart of
the homologous one, as it may occur when the EC of the
human counterpart was incomplete or absent (Figure 1H). (8)
We challenged the putative strictly and functionally specific
enzymes of L major for remote homologies with human

enzymes using HHpred and HHsearch (Figure 1I). (9) We
challenged the putative strictly specific enzymes of L major for
their essentiality in KEGG metabolic pathways (Figure 1J).
(10) To assess the relevance of the proposed strictly specific
enzymes of L major for drug development, we analyzed the
distribution of these enzymes in human parasites (Figure 1K).

Mapping Ensembl and L. major homologous

proteins on the human genome

To determine whether the classification of specific enzymes
might produce false positives, we first searched for homology
between the DNA-encoded proteins of L major and the DNA
sequence of the human genome (Figure 1A). To this end, we
employed the sequences from the putative L major—specific
proteins available from TriTrypDB (release 6.0—September
2013)3% and compared them with the human genome sequence
(Ensembl, release 74—November 2013) using tBLASTn. We
considered a pair to be a consistent homologous hit when the
E-value of a tBLASTn alignment was <10-* and its score
value was =120. When consistent hits were obtained, the
genomic coordinates from the tBLASTn output were recov-
ered and compared with the genomic coordinates of the
encoded protein sequences available from Ensembl (release
74—November 2013) to determine whether a protein annota-
tion might exist for the genomic region corresponding to the
tBLASTn hit (Figure 2).

Thinking of the automation of that process, we identified
11 possibilities (Figure 2A), of which 7 are considered TRUE
and 4 are considered FALSE in the Boolean sense. The FALSE
and TRUE options can be easily diagnosed according to the
decision tree shown in Figure 2B.

Consistency in homologous pair of L major vs

H sapiens using BLAST

The lack of introns in L major genes may complicate the direct
comparison of their gene sequences with those of the human
genome, as the homologous regions, if any, could be interrupted
by a splicing site in the human sequence of the homologous
gene. To clarify this type of ambiguity, we checked whether a
genomic hit obtained by comparing the L major proteins with
the DNA sequence of human chromosomes (tBLASTn), as
described in the previous paragraph, also matched the homolo-
gous region detected in the BLASTp (PSI-BLAST [Position-
Specific Iterative BLAST]) comparison of the same L major
query with the human protein sequence (subject) correspond-
ing to that genomic hit. Thus, when an Ensembl protein anno-
tation for a homologous hit of a L major protein with the
human genome did exist (Figure 1B, Figure 3A), it was checked
for consistency with the gene model, as found by tBLASTn
comparison (Figure 3B) and from National Center for
Biotechnology Information  comsensus — coding  sequence

(CCDS)#4 (Figure 3C), and, if consistent, it (them) was
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Figure 1. Flowchart of strictly specific enzyme depuration.

(were) assigned to the considered genomic region where its
homology with the L major enzyme was obtained.

To map a homologous region of a L major protein on its
tagged human gene (Figures 1A and 3), we must consider
several lines of evidence. (1) Homology may be split into 2
homologous regions in the subject sequence if an intron falls
in its genomic region corresponding to the protein domain of
the query that is involved in the homology. In this case, the 2

subject homologies would be contiguous in the query regard-
ing the final coordinate of the first region and the initial coor-
dinate of the second region. (2) The genomic coordinate of
the final position of a homologous region minus the genomic
coordinate of its initial position plus 1 must be a multiple of
3 because of the codon structure of CCDSs. (3) The homolo-
gous region encodes a protein, and thus, the subject coordi-
nates must match exons (Figures 1B and 3B).
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Figure 3. Search scheme for false positives of parasite-specific genes in
human. The (A) homologous hit of Leishmania major and human proteins
is compared with (B) the human gene structure obtained by tBLASTn
search and with (C) the CCDS annotation from Havana.

After comparing the L major proteins with human
proteins (BLASTp) in Ensembl (Figures 1C and 3A), we
may consider several steps to automate the process of homol-
ogous region mapping to human exons (Figure 3). (1)
Considering the significant match of this comparison, we
recovered the coordinates of the human gene according to the
chromosome sequences (Figure 3B). (2) To determine the
gene model corresponding to a human protein that has a sig-
nificant hit with L major proteins, we compared (tBLASTn)
that human protein from Ensembl to its respective DNA
sequence stretch by extracting it with the chromosomal coor-
dinates of the corresponding initial and final gene position as
informed by the Ensembl annotation (Figure 3C). (3) The
homologies detected by the comparison of an Ensembl protein
with its corresponding human DNA stretch, as described
under “3,” gave us the coordinates for the exons (subject) rela-
tive to a gene model. (4) To translate the exon coordinates
under “3” into coordinates relative to the chromosome context,
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we added the exon coordinates to the initial position of the
corresponding gene in chromosomal coordinates as provided
by Ensembl. (5) To calculate the intron size, we subtracted the
chromosomal coordinate (under “4”) of the beginning of an
exon from the chromosomal coordinate of the end of the
preceding exon for each exon of the corresponding gene. (6)
To calculate the exon size, we subtracted the chromosomal
coordinate (under “4”) for the end of an exon from the chro-
mosomal coordinate for its beginning and added 1; we did
this for all exons of each gene. Of course, the size of all the
exons had to be a multiple of 3 (codons) to be considered
relevant. (7) The sum of the exon size divided by 3 had to give
us the protein size, which was inferred from the model
obtained from the chromosomal sequence. The protein size
could then be compared with the size of the query protein
from Ensembl for size consistency. (8) Another consistency
test was performed by determining whether the strands (“+”
) from the exons, which were deduced from the subject

« » « »

homologies, were all “+” or all “-.” Exons in alternating “+” and

« »

« »

or

strands for the same gene with homology to the same
query protein would not make sense, and this result allowed
us to diagnose cases of inconsistency. (9) We also confirmed
the gene models that we obtained from the tBLASTn search
of the Ensembl proteins with human DNA by comparing the
hit coordinates with the exon coordinates available in the
CCDS database, as annotated by Ensembl. (10) To map the
homologous region of a L major query with a human exon, we
subtracted the initial and final chromosomal (human) coordi-
nates (the subject) that corresponded to the hit with the
initial and final coordinates of each human exon (obtained in
“4”), respectively. The exon for which both subtractions gave
values equal to 0 (or close to 0 providing that the small pro-
truding end was a multiple of 3 bases) was considered the one
that matched the homologous region in the L major query.
We considered the homologies between a L major protein
and a human protein in the Ensembl list to be true positives
when (1) the human protein was legitimate (all exons mapped
on the same DNA strand) and (2) the homologous region
between both proteins (from H sapiens and L major) matched
the coding frame and coordinates of the genomic sequence that
corresponded to the hit of the comparison (tBLASTn) of the L
major proteins with the chromosomal DNA. In other words, to
be considered significant, a homology between L major and a
human protein had to be consistent with the gene model of
that human protein, ie, the homologous regions between the
proteins and DNA had to match the exons (Figures 1B and C
and 3). All these operations were gathered together in a single
Excel spreadsheet that we used as a dashboard (see Table S1).

Genomic hits without counterparts in Ensembl
proteins

In cases where a genomic hit obtained by tBLASTn did not

match the position of any human protein in the Ensembl list

(Figure 1D), it was considered as an indication that the human
gene had not received a designation during the annotation
process by Ensembl. The absence of an annotation was
addressed by translating the homologous stretch of the human
genome (subject) into amino acids and using the protein
sequence for a homology search (BLASTp) with the nr sec-
tion of GenBank (release 201.0—April 2014). When a human
homologous protein was found in 77, its complete sequence
was compared (tBLASTn) with a DNA stretch of 20kb
around the initial L major hit with the human genome to find
the gene model (if any) associated with this protein.

The particular case of functional specificity

Considering the instances of enzymatic functional specificity
between the 2 homologous proteins of L major and H sapiens
in which the proteins were annotated as having differences in
their enzymatic functionality (based on the assigned EC), we
distinguished between the following categories (Figure 1E, F
and H): (1) Uncertainty with the annotations occurred when
at least one of the enzymatic functions in both proteins could
not be confirmed (incomplete or unavailable EC). In these
cases, we investigated the protein’s name and function in
UniProtKB/SwissProt*? and attempted to verify whether the
function described in this database matched that of
TriTrypDB. If the function of the enzymes under comparison
was synonymous in both organisms, the L major protein was
diagnosed as a false positive for functional enzymatic specific-
ity regarding its human counterpart; otherwise, functional
specificity was assigned to the L major enzyme. This conserv-
ative position was taken because, if the members of a homolo-
gous pair had the same function, the potential of the negative
collateral effects on the host of an inhibitor against the para-
site’s enzyme would be greater if both the host and the para-
site’s enzymes are orthologs. (2) Putative enzymatic functional
specificity occurred in cases where the difference in enzymatic
function of the homologous proteins could be confirmed.
When both genes in the pair are paralogs rather than
orthologs, they have an increased likelihood of having some
sort of functional enzymatic specificity.”! However, an inhibi-
tor designed against the L major target may still affect the
paralogous host counterpart at a lower rate.

Protein domain mapping and secondary structure

To better characterize whether ambiguous enzyme annotations
(Figure 1G) were derived from distant paralogous or analogous
enzymes, we searched their catalytic cores by mapping the
domain composition for the conserved regions of the H sapiens
and L major homologous pairs using PROSITE, Pfam,® and
the Conserved Domain Database* for homology comparison
with identity and score rates of ~40% and =120, respectively,
and predicted their secondary structure (2D) profiles using
PRALINE.#
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Remote homology detection with hidden Markov
models

In addition to BLAST, we used HHpred (http://toolkit.
tuebingen.mpg.de/hhpred)*+” and HHsearch (http://mob-
yle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py),*  which
implement Aidden Markov models (HMMs) for a pairwise
comparison of the profiles from sequence alignments in data-
bases (Figure 1I). HHpred detects the homologous sequences
in humans with a higher sensitivity than BLAST. HHpred
was performed with the default options, ie, local alignment
and the scoring of secondary structure similarity, and
HHsearch was executed with the Protein Data Bank (PDB;
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), HHblits (as the
alignment generation method),*’ 85% (as sequence coverage),
10-¢ (Pvalue), and 10 (as maximal hit number). The sequences
resulting from the first BLAST screening were further ana-
lyzed through HHpred and HHsearch to identify the possi-
ble remote sequence homologies in the human proteome that
could result in false positives for the L major-specific enzymes.
For a 3D model obtained by homology comparison to be
consistent, a minimum identity level of 35% over 85% of the
sequence template (subject) is required. Model consistency is
necessary to evaluate the similarity between a query and its
subject at the 3D level® to be able to diagnose whether both
sequences are homologous or not. Alignments based on the
primary sequences obtained from BLASTp may not have the
necessary detection sensitivity and accuracy® to identify a
homologous pair for the similarity levels at the border of the
twilight zone.”! Thus, the comparatively higher sensitivity
and accuracy of HHpred and HHsearch* is another filtering
step that is necessary for detecting fa/se positives in the puta-
tive strictly specific enzymes of L major.

Metabolic pathway significance

To clarify the relevance of the putative enzyme targets of L
major in terms of the metabolic impairment that results from
their inactivation, we searched their respective EC in the
KEGG pathway database (http://www.genome.jp/kegg/path-
way.html). Then, we searched their metabolic pathway inser-
tion to diagnose whether their inactivation may potentially
affect L major without having deleterious consequences on
human metabolism and, consequently, whether these enzymes
can be used as targets for drug development (Figure 1J).

Sequence comparison of strictly specific enzymes
Jfrom L major with other parasites

Because an enzyme that was specific to L major compared with
H sapiens could also have homologous pairs in other human
parasites (Figure 1K) and eventually serve as a target for drug
development in these organisms, we searched for sequence
homologies between the strictly specific enzymes of L major
and the proteins in the organisms listed in Table 1.

When an enzyme from these organisms was found to be
present in KEGG (release 81.0—January 1, 2017) by com-
paring their EC annotation with that of L major, we acknowl-
edged it. When it was not present in an annotation comparison,
we proceeded with a sequence comparison using BLASTp.
We acknowledged the homologies with the L major query as
significant when the homology region was at least 75% of the
query and the identity was =35%, had an E-value <104, and
a score =120.50

Phylogenetic analysis
On one hand, the lethal effect of REL1 inhibition has been

shown in Trypanosoma brucei by Panigrahi et al,>> who identi-
fied MP52 as the sequence associated with REL1.53 The asso-
ciation of REL1 sequences between T brucei, Trypanosoma
cruzi, and L major has been clearly established by alignment>*
and allowed us to unambiguously assign the REL1 function to
LmjF.01.0590. On the other hand, complete genome sequences
were produced for Bodo saltans and Trypanoplasma borreli that
belong, respectively, to 2 different orders, ie, Eubodonida and
Parabodonida, within Metakinetoplastina.>> This relation
allowed us to test the hypothesis of whether the REL sequences
of EC 6.5.1.3 emerged only within Trypanosomatidae or at the
higher taxonomical level of Metakinetoplastina.

From the complete genome sequences of B saltans (GenBank
Assembly ID: GCA_001460835.1, release ID: 2707578) and
T borreli (http://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/pro-
tozoa/trypanoplasma-borreli.html), we found the sequences
encoding REL1 within the sequence NODE_50574 through a
tBLASTn search of LmjF.01.0590 in the file Trypanoplasma_
borreli_contigs 20120411.fa.gz.

We aligned the REL1 sequences of 7" brucei, T' cruzi, L
major, B saltans, and T borreli with ClustalW3¢ and eliminated
the column corresponding to gaps, and we searched the best
phylogenetic relationship using maximum likelihood with
MEGA?7.57 The substitution model was Jones-Taylor-Thornton,
the rate among sites was considered uniform, and the tree
inference was obtained by nearest neighbor interchange.

Results
Filtering pipeline of strictly specific enzymes of

L major compared with H sapiens

Comparing the complete sets of (1) 8265 sequences of L major
with 1547 that are annotated with ECs (341 n» ECs) and (2)
20834 sequences of H sapiens with 6599 that are annotated
with ECs (384 77 ECs) from KEGG, AnEnPi released a list of
67 protein sequences corresponding to 42 enzymatic activities
that were putatively specific to L major compared with humans.

From the 67 enzymes (42 ECs) released by AnEnPi, 15
sequences (13 ECs) from L major produced 79 homologous
hits with the human genome in CCDSs, as annotated by
Ensembl, leaving 52 L major enzymes (29 ECs) without any
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Table 1. Sequence materials of some important human parasites for comparison with the strictly specific enzymes of Leishmania major.

ORGANISM GENBANK
ASSEMBLY ID2

Fungi

Cryptococcus neoformans
Serotype JEC 21 091045.1
Serotype B-3501 A 149385.1

Histoplasma capsulatum

Serotype Nam1 149585.1
Coccidioides immitis 149335.2
Helminths
Schistosoma mansoni 237925.2
Brugia malayi 002995.2
Loa loa 183805.3
Protozoa
Toxoplasma gondii 006565.2
Trypanosoma cruzi 209065.1
Trypanosoma brucei 0024451
L major 002725.2

Leishmania donovani

Strain BPK282A1 227135.2
Leishmania braziliensis

Strain M2904 002845.2

Plasmodium falciparum

Serotype 3D7 002765.1
Serotype Dd2 1497951
Serotype HB3 149665.2
Giardia lamblia 0024351
Bacteria
Staphylococcus aureus JH9 (MRSA/VRSA) 016805.1
Streptococcus pyogenes M1 GAS 006785.2

Mycobacterium tuberculosis

Strain H37Rv 195955.2

RELEASE ID REFSEQ RELEASE ID
ASSEMBLY ID2

111678 091045.1 256138
172358 149385.1 172378
172628 149585.1 293588
292488 149335.2 1741148
557858 2379251 3549348
449758 002995.3 451858

1163928 183805.2 4196238
751938 006565.2 3557728
271488 209065.1 271508

522118 0024451 2888
283598 002725.2 402998
405018 227135.1 405068
515698 002845.2 515718
256198 002765.3 360518
172858 NA NA

2204658 NA NA
278778 0024351 284418
17608 016805.1 37908
1009368 006785.2 1851728
538028 195955.2 538048

Abbreviations: GAS, group A streptococci; MRSA, methicillin-resistant S aureus; NA, not assigned; VRSA, vancomycin-resistant S aureus.
aAssembly ID in the format XXX_000YYYYYY.Z where X is the Bank ID number such that GCA and GCF indicate a sequence from GenBank and
RefSeq, respectively, Y indicates the accession number, and Z is the version number.

homologies in the human genome (Figure 4A). By comparing
the coordinates of the gene structures (exons +introns) reported

by Ensembl for these CCDSs with the coordinates of the
homologies given by the tBLASTn search of their protein

sequence with the human genome (putative exons), we identi-
fied many inconsistencies in the Ensembl CCDS annotations
(Figure 4B). By analyzing the 79 hits, we identified 64 noncon-
sistent CCDSs where the putative exons were (1) associated
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Figure 4. Flowchart of the sequence depuration process in Leishmania major compared with Homo sapiens. Nrd stands for nonredundant.

with the same protein, but they appeared on both gene strands,
which is impossible given the translation process or (2) simply
deprived of a protein association, making any further inference
impossible (see Table S1).

Among the 15 L major enzymes, 14 demonstrated homol-
ogy to the H sapiens proteins from Ensembl and 1

(LmjF.23.0270, pteridine reductase 1, EC 1.5.1.33) had a hit
with the human genome sequence itself, but not with the
CCDSs annotated by Ensembl (Table 2). Table 2 shows that in
addition to LmjF.23.0270, 4 other L major enzymes also had
hits with the human genome, but that they were not annotated

as CCDS by Ensembl. However, in these 4 cases (LmjF.18.1510,
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Table 2. Homo sapiens proteins retrieved from nr using the DNA stretch of the subject, which corresponded to the homologous region between the

Leishmania major proteins and the human genome, as a query.

L MAJOR ID CHR.NO.2 HIT, GENOMIC
COORDINATES

HUMAN HOMOLOGOUS PROTEINS IN NR

LmjF.18.1510, LmjF.18.1520 8 19098173-19098421
LmjF.18.1510, LmjF.18.1520 18 19998852-19999097
LmjF.23.0270 6 99622932-99623354
LmjF.27.2440 6 99622770-99623351
LmjF.26.2280 1 78509203-78509814

Abbreviation: NA, not assigned.
aChr. no. is for chromosome number.
bAcc. no. is for accession number.
°Pseudogenes.

dMissing annotation.

LmjF.18.1520, LmjF.26.2280, and LmjF.27.2440), homolo-
gies were also found with CCDSs at other genomic coordi-
nates. In 77, we found homologous protein sequences for the
human genomic hits corresponding to LmjF.23.0270,
LmjF.18.1510, LmjF.18.1520, and LmjF.27.2440 that were
not annotated as CCDS by Ensembl. We could retrieve a com-
plete gene model only for EAX0113, which meant that the
protein hCG2039601 between 19998852 and 19999097 bp
on chromosome 18 escaped an Ensembl annotation. The gene
models for the 3 homologies at human chromosomes 8 and 6
were partial, which indicates that they should likely be consid-
ered pseudogenes. Similarly, LmjF.26.2280 (EC 3.5.5.1—
nitrilase) matched a pseudogene because an inframe stop codon
(“*”) could be found in the sequence of the human homologous
region (subject) in the tBLASTn alignment (Figure 4D).

The equivalent KEGG accession and ECs of the 17
human proteins from Ensembl that were homologous to the
14 L major enzymes (14 ECs and 3 repeats), given in Table 3,
could be classified into 3 categories (Figure 4C). (1) Nine
enzymes were annotated with 8 different ECs (1 repeat) in L
major, which means that they were associated with different
enzymatic reactions in L major and humans, ie, they could be
considered specific from a functional standpoint. (2) Three L
major enzymes were associated with 2 incomplete ECs in
humans (1 repeat). (3) Five (1 repeat with the category “dif-
ferent EC numbers”) were annotated as enzymes in L major
(4 ECs), but their human homologs were not annotated as
enzymes (undef.) (see Table 3). It is worth noting here that in
all the 17 cases, the homologous region between the L major
protein and the human genome sequences precisely corre-
sponded to a unique exon. These conserved regions, corre-
sponding to the protein domains, were never interrupted by
an intron in the human genome.

By comparing the a-helix and B-sheet distributions in the
homologous pairs under “different EC number”and “incomplete

FUNCTION ACC. NO.p
PMCA2a, partial NP_064524¢
hCG2039601 EAX01134
3-hydroxybutyrate AAH01953¢

dehydrogenase, type 2

3-hydroxybutyrate ABG2424¢
dehydrogenase, type 2

NA NA

EC number” (Table 3), we did not find any significant difference
in the 2D profiles, which suggested that the classification of
these sequences as functionally specific was ambiguous. It is only
in the 5 sequences (4 ECs) under “EC number not assigned”
(Table 3) that we found significant differences in the 2D profiles
between both regions of the homologous pairs (Table 3, Figure
4F). However, among these 5 enzymes, only 2 (LmjF.14.0350
and LmjF.30.0180) were not involved in homologies with those
of “different EC number.” These 2 enzymes in L major were
composed of more -sheets than o-helices, which did not occur
in their human counterparts where the ratio between B-sheets
and o-helices was approximately the same.

The relation of 2D distribution analysis between the L
major and human conserved domains led us to finally consider
2 sequences from the 15 sequences (13 ECs) that were homol-
ogous to humans as being functionally specific enzymes in L
major compared with H sapiens.

Considering the putative strictly specific enzymes of L
major that shared ECs with the sequences classified as putative
functionally specific enzymes, we found that 5 sequences
(LmjF.18.0560, LmjF.19.1020, Lm;jF.26.0420, LmjF.36.1660,
and LmjF.28.2100) shared 3 ECs (Table 4). Because these
sequences are strictly specific, they are not expected to have
human counterparts; however, the fact that they share ECs
with the group of enzymes that are homologous to the human
genome implies that they could be analogous to them. We also
disregarded these 5 sequences, as we were only interested in
filtering strictly specific enzymes in this report.

Strictly specific enzymes of L major

By further checking for remote homology with HHpred and
HHsearch (Figure 4I),7 sequences (Lm;jF.07.0270, LmjF.14.0180,
LmjF.16.0530, LmjF.17.0140, LmjF.18.0200, LmjF:33.2540,
and LmjF.36.3590) (6 ECs) were considered distant homologs
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Table 3. EC number annotations of the human proteins that are homologous to the Leishmania major enzymes classified as functionally specific.

ACCESSIONS

Different EC numbers

LmjF.36.59602

Hsa:51573b/006007°

LmjF.35.4250
Hsa:51805/132423
LmjF.28.2910
Hsa:2747/182890
LmjF.18.1510
Hsa:478/105409
LmjF.18.1520
Hsa:478/105409
LmjF.33.0680
Hsa:7108/149809
LmjF.05.0350
Hsa:7296/198431
LmjF.09.0770
Hsa:5550/085377
LmjF.30.1550

Hsa:83480/110060

Incomplete EC number

LmjF.26.2280
Hsa:4817/158793
LmijF.24.2030
Hsa:84869/145439
LmjF.27.2440
Hsa:84869/145439

EC number not assigned

LmijF.14.0350
Hsa: NA/185875
LmijF.30.1550
Hsa: NA/198331
LmijF.30.0180
Hsa: NA/140632

LmjF.18.1510, LmjF.18.1520

Hsa: NA/123191

EC NO.

3.1.4.46
3.1.4.44
2.1.1.64
2.1.1.114
1414
1.41.3
3.6.3.6
3.6.3.9
3.6.3.6
3.6.3.9
1.3.1.71
1.3.1.70
1.8.1.12
1.8.1.9
3.4.21.83
3.4.21.26
4.21.70

5.4.99.45

3.5.5.1
3.5.-.-
1.1.1.100
11.1.-
1.1.1.100
11.1.-

4.2.3.1

4.21.70

1.1.1.60

3.6.3.6

ENZYMATIC FUNCTION

Glycerophosphodiester phosphodiesterase
Glycerophosphoinositol glycerophosphodiesterase
tRNA (5-methylaminomethyl-2-thiouridylate)-methyltransferase
Polyprenyldihydroxybenzoate methyltransferase
Glutamate dehydrogenase (NADP+)

Glutamate dehydrogenase [NAD(P)+]

H+*-exporting ATPase

Nat*/K*-exchanging ATPase

H+-exporting ATPase

Nat/K*-exchanging ATPase

Delta24(241)-sterol reductase

Deltai4-sterol reductase

Trypanothione reductase

Thioredoxin reductase (NADPH)

Oligopeptidase B

Prolyl oligopeptidase

Pseudouridylate synthase

tRNA pseudouridine (38/39) synthase

Nitrilase

Nitrilase 1

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase

Oxidoreductase

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase

Oxidoreductase

Threonine synthase

Pseudouridylate synthase

2-hydroxy-3-oxopropionate reductase

H+-exporting ATPase

Abbreviations: ATPase, adenosine triphosphatase; EC, Enzyme Commission; NA, not assigned; tRNA, transfer RNA.
aKEGG accession numbers for L major.

PKEGG accession numbers for Homo sapiens.

°Ensembl accession numbers for H sapiens according to the format ENSGO0000XXXXXX.
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Table 4. Putative functional and strictly specific enzymes of Leishmania major that share ECs.

L MAJOR
EC SPECIFICITY
FUNCTIONAL STRICT

3.6.3.6 LmijF.18.1510 —

3.6.3.6 LmijF.18.1520 —

3.6.3.6 — LmjF.18.0560
4.21.70 LmjF.30.1550 —

4.21.70 — LmjF.19.1020
4.21.70 — LmjF.26.0420
4.21.70 — LmjF.36.1660
3.1.4.46 LmijF.36.5960 —

3.1.4.46 — LmjF.28.2100

Abbreviation: EC, Enzyme Commission; NA, not assigned.

HOMO SAPIENS? PAIRINGd

ECP

3.6.3.9/NA 105409/123191 Homologous

3.6.3.9/NA 105409/123191 Homologous

Analogous

5.4.99.45 110060 Homologous

Analogous

Analogous

Analogous

3.1.4.46 006007 Homologous

Analogous

aECs and Ensembl accession number for human sequences homologous with the putative functional specific enzymes of L major.
®When a human EC was not available under “EC number not assigned,” we gave the one available under “different EC numbers” (Table 3) following

the pattern “different EC numbers”/“EC number not assigned.”
°We applied the same pattern as in “0” for Ensembl accession numbers.

dWhen an Ensembl protein is homologous to a putative functional specific enzyme of L major is available, their pairing relationship must be about
homology; when such an Ensembl protein is not available, there is no homology and the pairing is only about enzymatic function (EC), ie, analogy.

and were filtered out from the putative strictly specific enzymes
approved under Figure 4H (47 sequences, 29 ECs).

A homology analysis of the remaining 40 sequences (23
ECs) (Table 5) among Tritryps and Plasmodium falciparum
shows that L major (query) shares the following: (1) 9 sequences
with 24 sequences from 7 cruzi, (2) 7 sequences with 18
sequences from 7 brucei, and (3) 2 sequences with 1 sequence
from P falciparum (Table S2).

From the 40 strictly specific enzymes (23 ECs) (Table 5), 32
(19 ECs) were further disregarded because they did not seem
to match any essential enzymes with a central position in the
metabolic maps, as documented by KEGG (Figure 4]).

Only 8 specific enzymes, corresponding to 4 ECs (EC
2.1.1.41 with 2 paralogous sequences: LmjF.36.2380 and
LmjF.36.2390; EC 2.7.9.1 with 1 sequence: LmjF.11.1000; EC
6.3.1.9 with 3 paralogous sequences: LmjF.23.0460,
LmjF.27.1870, and LmjF.36.4300; and EC 6.5.1.3 with 2 par-
alogous sequences: LmjF.01.0590 and Lm;jF.20.1730), could be
considered as potential target candidates for drug development.
The complete relation of gene paralogy, analogy, and unique-
ness of the 67 sequences released by AnEnPi as putative specific
enzymes of L major compared with human is given in Table S3.

Evolutionary relationship of key strictly specific

enzymes in L major with other human parasites

To better understand the consequences of the evolutionary rela-
tionship of key strictly specific enzymes for drug development
(Figure 4K), we searched for homologous proteins in other

human parasites (Table 6). It appeared that EC 2.1.1.41 (sterol
24-C-methyltransferase) is conserved among fungi and L major,
which is expected from their common use of the ergosterol
pathway. Interestingly, the homologies for EC 2.7.9.1 (pyruvate
phosphate dikinase) are only shared among protozoa; the
enzyme from Mycobacterium tuberculosis must be considered
analogous because it does not share homologies with the L
major sequences. As can be deduced from Table 6, EC 6.3.1.9
(trypanothione synthetase) is strictly specific to Tritryps, which
confirms previous investigations. At first glance, EC 6.5.1.3
(mitochondrial RNA~-editing ligase) is a function that appears
relatively well conserved among human parasites. However,
REL1 (LmjF.01.0590) and REL2 (LmjF.20.1730) are not
homologous to the transfer RNA (tRNA)-splicing ligase
(RteB) of P falciparum and Toxoplasma gondii (Apicomplexa),
even if they were annotated with the same enzymatic function
(EC 6.5.1.3). Thus, the RELs from Trypanosomatidae and
RtcBs from Apicomplexa should be considered analogous. The
phylogenetic tree in Figure 5 shows that REL1 is conserved
into Metakinetoplastina as far as B saltans and T borreli are rep-
resentatives of this subclass, together with Trypanosomatidae.
REL2 has not been taken into consideration here because it was
proven to be nonessential in 7" brucei.>?

Discussion

Classification challenges and annotation ambiguity

In this study, we described a process for filtering out the fa/se-
ositive annotations of enzymatic specificity in the host-parasite
# tat fenzy pecifi he host-p
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Table 5. Strictly specific enzymes of Leishmania major after hidden Markov model filtering.

ACC. ENZYMATIC FUNCTION EC METABOLISM
LmjF.07.0260 Homoserine dehydrogenase—like protein 1.1.1.32 Amino acids
LmjF.17.1360 L-galactonolactone oxidase 1.1.3.82 Ascorbate
LmjF.34.0070 Putative ascorbate peroxidase 111111 Ascorbate
LmjF.26.2610 FAD-binding domain containing protein, putative 1141312 Polycyclic degradation
LmjF.30.0610 Nitrate reductase, putative 1.71.1a Nitrogen
LmjF.31.0010 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocyste- 2.1.1.142 Amino acids
ine S-methyltransferase
LmjF.36.2380, LmjF.36.2390 Sterol 24-C-methyltransferase, putative 211.41 Steroids
LmjF.09.1040 Phospholipid:diacylglycerol acyltransferase, 2.3.1.1582 Glycolipids
putative
LmjF.30.3080 Homoserine kinase 2.71.39 Energy, amino acids
LmjF.17.1160 UDP-sugar pyrophosphorylase 2.7.7.64 Carbo. Ascorb.
LmjF.11.1000 Pyruvate phosphate dikinase, putative 2.791
LmjF.36.4640 Esterase PHB depolymerase, putative 3.1.1.732 Carbohydrate
LmjF.31.2300, LmjF.31.2310 3'-nucleotidase/nuclease, putative 3.1.30.1 Nucleic acids
LmjF.04.0310, LmjF.04.0320, LmjF.23.0870,  B-Fructofuranosidase, putative 3.2.1.26 Carbohydrate
LmijF.23.0880, LmjF.35.0640
LmjF.29.2800 Inosine-adenosine-guanosine-nucleosidehydro- 3.2.21 Nucleotide
lase, putative
LmjF.10.0460, LmjF.10.0465, LmjF.10.0470, GP63, leishmanolysin (protease)3? 3.4.24.36
LmjF.10.0480, LmjF.31.2000, LmjF.28.0570
LmjF.34.3250 a-Keto-acid decarboxylase, putative 411.74 Amino acids
LmjF.09.0360, LmjF.33.0470 DNA photolyase, putative 4.1.99.3 Nucleotide
LmjF.14.0460 Cystathionine B-lyase—like protein 4.41.8 Amino acids
LmjF.19.0985, LmjF.19.0995, LmjF.19.1005 4-coumarate:coA ligase—like protein 6.2.1.122 Amino acids
LmjF.26.0830 Aspartate—ammonia ligase, putative 6.3.1.1 Amino acids
LmjF.27.1870, LmjF.36.4300,LmjF.23.0460 Trypanothione synthetase, putative 6.3.1.9 Glutathione
LmjF.01.0590, LmjF.20.1730 Mitochondrial RNA—editing ligase 6.5.1.3 Nucleic acids

Abbreviations: EC, Enzyme Commission; FAD, flavin adenine dinucleotide; UDP, uridine diphosphate.
aEC numbers without any previous report in the Tritryps literature for drug development.

interactions released by AnEnPi.32 The identification of specific
protein targets in parasites (here, L major) compared with their
host (here, H sapiens) is important for the development of drugs
with the least amount of negative collateral effects for the host
as possible. The procedure presented here is systematic, compat-
ible with automation and suitable for host-parasite interactions
that involve a lower eukaryote as the parasite and a higher
eukaryote as the host. The fact that the targets identified here
have been previously identified suggests that the results are valid
and increases our confidence that the proposed methodology
can be applied to other host-parasite systems with a lower level
of associated knowledge.

We analyzed 67 protein sequences that correspond to 42
enzymatic activities and were previously classified as specific
to L major compared with H sapiens by AnEnPi. A careful
homology comparison of these sequences with those of
Ensembl using BLAST allowed us to identify 15 significant
homologous pairs between L major and H sapiens. These
homologous pairs were associated with different ECs in L
major and H sapiens, suggesting that they should be classified
as functionally specific in L major compared with H sapiens.
Of course, the classification of enzymes with functional spec-
ificity is completely dependent on the EC annotations, and it
may result in trivial errors, as is the case for the AT Pases that
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Table 6. Distribution of strictly specific enzymes in human parasites.

ORGANISMS

EC NUMBERS

Fungi
Cryptococcus neoformans XP_777275.13, XP_568887.1
Histoplasma capsulatum XP_001537255.1
Coccidioides immitis
Helminths
Schistosoma mansoni —
Brugia malayi —
Loa loa —
Protozoan
Toxoplasma gondii —
Plasmodium falciparum —
Trypanosoma cruzi Xe
Trypanosoma brucei X
Leishmania donovani X
Leishmania braziliensis X
Giardia lamblia —
Bacteria
Staphylococcus aureus —

Streptococcus pyogenes —

Mpycobacterium tuberculosis —

Abbreviation: EC, Enzyme Commission.
aAccession number for homologous sequences.

XP_001242243.2, XP_001241281.1 — — A

X X X X
X X X X
X X X X >» >

XP_001705572.1 —

bA is for analogous sequences, when the homology could not be confirmed but the EC was annotated in KEGG.
X is for homologies among Tritryps; the details of these homologies if given in Table S3.1.

|: AAG27062.1 T. brucei
AAR10841.1 T, cruzi

AAR10824.1 L. major

CUE61637.1 B. saltans

NODE_50574
(19998852-19999097 bp)
T. barreli

—_

0.05
Figure 5. Phylogenetic tree of REL1 in Metakinetoplastina as obtained
by maximum likelihood. Scale bar: 0.05 substitutions per site.

may carry H* or Na* cations through cell membranes. The 2
ATPases carrying H* or Na* are homologous, and the differ-
ence in their EC numbers is associated with the transported
cations (the reaction and not the enzymatic activity), which
are not associated with the ATPase activity itself when the
substrate is adenosine triphosphate (ATP). Thus, care must

be taken when interpreting ECs. In any event, we only found
minute differences when considering the profiles of 2D struc-
tures between the sequence members of the BLAST homolo-
gous pairs.

Among the 15 putative functionally specific enzymes, the
ECs of 9 L major proteins only differed from those of H
sapiens in the fourth digit. When comparing the 2D align-
ments of these 9 homologous pairs, we only found slight dif-
ferences, and it is difficult to claim that a drug for these L
major targets would not have some kind of unwanted inter-
action with the human form that could result in negative side
effects for the patients.

The Ensembl database involves processes of automatic
gene annotation that are eventually manually curated; this is
also the case for Havana.’%>8 The AnEnPi pipeline is com-
pletely automatic, and it classifies enzymes as specific,
homolog, or analog according to their homology and
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enzymatic activities. Obviously, incomplete enzymatic
annotations lead to nonoptimized classifications by AnEnPji.
The purpose of this study was to detect these cases and to
provide more knowledge for improving the general perfor-
mance of the automatic AnEnPi classifier.

Although sequencing methods have been producing large
amounts of data, the genome assemblies based on these data
may be incomplete or approximate.”® Low-quality assemblies
result in low-quality annotations®%¢! and promote both over-
and underestimations of the numbers of genes.®? Considering
the subject organism in a comparison, the incomplete assem-
bly of its genome may lead to gene loss and thus generate a
virtual specific gene in the query genome. It is possible to
check the consistency of an event that is observed, but it is
almost impossible to check the consistency of an event that is
not observed. Thus, in this study, we did not take missed
assemblies into account as a source of false positives. Only an
in vitro analysis of our set of putative strictly specific enzymes
can address this question.

For example, the existence of pseudogenes can be virtual or
real, depending on whether they are the consequence of a mis-
take in the sequencing (induced frame shifts and premature
stop codon) or assembling (gene cut) processes that lead to the
inaccurate annotations.®>° Indeed, many true pseudogenes
have some form of biological activity, and thus their accurate
annotation is potentially important to drug development.®> We
observed only 5 cases of a human pseudogene associated with
the proteins of L major.

The homologies obtained by implementing HHpred and
HHsearch have a higher confidence level compared with
BLAST because HMMs consider the similarity in the amino
acid sequence pairs from the L major query and the human
sequence as well as the 2D and 3D structures of each sequence.

Enzyme essentiality

Enzymatic activity can play a key role in a metabolic pathway.
Every pathway is associated with enzymes and their ECs.
Therefore, a metabolic pathway is an oriented graph whose
vertices are characterized by an enzyme and its associated
chemical reaction.®® A key enzyme is an enzyme that is con-
tained in a path, lacks an alternative option, and plays an
essential role in the survival of an organism. Consequently,
the inhibition of a key enzyme necessarily results in the inhi-
bition of the corresponding pathway and the organism’s
debilitation. However, if a pathway that does not play an
important role in the survival of the organism is targeted, one
cannot inhibit the pathway, and an organism can continue to
reproduce normally. Thus, the key feature for exploring a
metabolic pathway is to identify the enzymes that play a key
role in a pathway and to determine whether they are essential
for the survival of the parasite, ie, whether their inhibition is
deleterious to that organism. In the context of drug develop-
ment, the ideal drug should be the one that can inhibit the

activity of a specific enzyme in an essential pathway of the
target organism, with no alternative route.

Functional specificity

Strict specificity, ie, the existence of a given enzyme in the para-
site and not in the host, is obviously the best situation. However,
functional specificity, where substrate specificity can be identi-
fied for the parasite form compared with the host form, can be
contemplated as well. Actually, EC 1.3.1.71 (L major), which is
associated with the steroid biosynthesis pathway, is an example
of functionally specific enzyme that is homologous to the
human enzyme EC 1.3.1.70. EC 1.3.1.71 could be explored for
drug development as antifungal and antitrypanosomal agents.®”
Xu et al® showed that the knockdown of the gene encoding the
14-o-demethylase enzyme (EC 1.14.13.70), which is upstream
of EC 1.3.1.71, in L major initially contributed to a dramatic
change in the profile of the lipid composition in amastigotes
and to virulence attenuation, which was reversed after a few
weeks. Because the activity of EC 1.14.13.70 is common to the
route of cholesterol and ergosterol syntheses in mammals and
Leishmania spp, respectively, it is possible that L major got
around the loss of EC 1.14.13.70 function in the knockdown
parasites using sterols from the host. This escape strategy would
be unlikely to occur if EC 1.3.1.71 was inhibited instead of the
14-a-demethylase enzyme activity in Leishmania spp, as EC
1.3.1.71 is inserted in a pathway of ergosterol synthesis that is
specific to Tritryps. We did not find other potentially reliable
tunctionally specific cases in this study because additional alter-
native metabolite routes may be available to the parasite to sus-
tain the function that was inhibited by drug treatment.®® More
recently, McCall et al® demonstrated the importance of
14-a-demethylase enzyme in L donovani.

Strict specificity

Strictly specific enzymes can be divided in targets with an a
priori lower (the 32 non—key enzymes) and a higher (the 8 key
enzymes) potential for drug development.

Considering the strictly specific enzymes with a higher
potential for drug development, our analysis showed that 4
enzyme functions, namely, sterol 24-C-methyltransferase (EC
2.1.1.41), trypanothione synthetase (EC 6.3.1.9), pyruvate
phosphate dikinase (EC 2.7.9.1), and mitochondrial RNA-
editing ligase (EC 6.5.1.3), can be considered for the develop-
ment of a drug cocktail.

Unlike humans who have cholesterol in their biological
membranes, trypanosomatids use ergosterol. Therefore, trypa-
nosomatids present distinct enzymes in their sterol biosynthe-
sis pathway.”® Sterol 24-C-methyltransferase (EC 2.1.1.41)
catalyzes a methylation of carbon 24, which is fundamental for
ergosterol biosynthesis. The 24-C-methyltransferase reaction
is inhibited by 22,26-azasterol, which causes morphological
changes and lysis to Leishmania spp.”
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Trypanothione synthetase (EC 6.3.1.9) is fundamental to
the synthesis of trypanothione, a redox metabolite of trypano-
somatids that is involved in a number of processes, such as the
regulation of intracellular thiol redox balance, drug resistance,
defense against chemical agents, and oxidative stress.”* The
enzymes trypanothione synthetase and trypanothione reduc-
tase are involved in the trypanothione biosynthesis and metab-
olism pathways and are under study for the development of an
alternative chemotherapy against trypanosomatids.”

Pyruvate phosphate dikinase (EC 2.7.9.1) is an enzyme
present in trypanosomatid glycosomes.”3 It was reported that
this enzyme plays a key role in maintaining the balance of ATP
vs adenosine diphosphate in the organelles in procyclic 7" bru-
cei’* and in the gluconeogenesis process in the amastigotes of L
mexicana.” Therefore, it is believed that the pathway that
includes pyruvate phosphate dikinase is central to the energetic
metabolism of L major and that this enzyme deserves to be
considered for leishmanicidal drugs.

The L-complex has been isolated from T brucei and
Leishmania tarentolae mitochondria. At least 16 protein com-
ponents have been identified, including REL1 and REL2. The
precise function of REL1 and REL2, both annotated as EC
6.5.1.3, has been described by complementation of the knock-
out strains.”®’” In T brucei, the conditional disruption of REL1
is lethal in vivo as it affects both U-deletion and U-insertion
editing resulting in an overall decrease in RNA size.”® However,
the loss of REL2 has no effect on viability or on editing.”

These enzymes act in different metabolic pathways and cel-
lular processes: sterol biosynthesis and membrane structure
(EC 2.1.1.41), glutathione metabolism and oxidative stress
response (EC 6.3.1.9), energy metabolism and carbon fixation
pathways in prokaryote metabolism (EC 2.7.9.1), and RNA
editing/posttranscriptional RNA  processing (EC 6.5.1.3).
Therefore, the simultaneous inhibition of these enzymes and
consequently these pathways/cellular processes would likely
promote an irreversible collapse of L major cells.

Using a strategy based on target druggability, Crowther
et al®® identified the enzymes LmjF.27.1870 (EC 6.3.1.9),
LmjF.36.2380, and LmjF.36.2390 (the 2 latter having EC
2.1.1.41) as being potential targets for drug development in
agreement with our results. However, these enzymes were later
disregarded because they were not found to be orthologous to
the enzymes classified as essential in other model organisms
(Caenorhabditis elegans, Escherichia coli, M tuberculosis, and/or
Saccharomyces cerevisiae) by bench experiments, perhaps these
enzymes were not classified as essential because they did not
exist in these organisms, as shown in Table 6 for M tuberculosis.

By contrast, based on an interactome inference, Flérez
et al®! identified 142 specific targets in the signaling network of
L major compared with H sapiens. The only EC among our 8
strictly specific targets that we found in common with their list
is specifically EC 2.1.1.41 (LmjF.36.2380 and LmjF.36.2390),
which seems to contradict the statement by Crowther et al.80

In addition, methyltransferase has been identified as a promis-
ing drug target in Cryptococcus neoformans.®? Moreover, Goto
et al®38* described a vaccine candidate for the enzyme sterol
24-C-methyltransferase against visceral leishmaniasis that is
effective against L infantum and L donovani.

Unlike Crowther et al,®° we evaluated the essentiality of an
enzyme by assessing its centrality in a metabolic pathway in
the specific case of L major using its metabolic representation
in KEGG.

Thus, the 8 strictly specific enzymes represented by the 4
ECs that we found to be essential are also reported as essential
in the literature. By contrast, looking into Research and
Training in Tropical Diseases (TDR; http://tdrtargets.org/),
we found that 5 of the enzymes are considered essential for one
or more trypanosomatids, 2 (LmjF.36.2380 and LmjF.36.2390)
are not considered essential, and 1 (LmjF.36.4300) does not
have data on whether it is essentially associated.®®

Gene redundancy and parasite resistance to drugs

We verified that, with the exception of EC 2.7.9.1, which has
only 1 associated enzyme sequence, the other 3 EC numbers
for strictly specific targets (EC 2.1.1.41, EC 6.5.1.3, and EC
6.3.1.9) have more than 1 gene representative in the L major
genome. Gene redundancy for a same enzymatic function (see
Table S2) is a potential source of drug resistance because a
given inhibitor may inhibit a given enzyme, but not its putative
isoforms, which could also be present.8¢ Drug resistance may
involve several different mechanisms, and a common solution
to this problem is to increase the number of enzymes that are
targeted by the inhibitors at the same time.

The process of gene accumulation, which has been called
pyramidation,’ is routinely used in classical breeding for plant
resistance where it was first implemented.’3% Pyramidation
lowers the likelihood of virulence adaptation by a parasite
because the corresponding accumulation of virulence genes
becomes unsustainable in the given environmental conditions.

The idea of accumulating a number of targets that are
simultaneously inhibited for a better disease control is a varia-
tion of the gene-for-gene relationship that has been described
by Flor”® and can be referred to as the gene-for-inkibitor con-
cept.?! Thus, formulating drugs into a cocktail should over-
come parasite resistance; this practice is actually®? already in
use, as seen in the “Introduction” section. However, the formu-
lation of a drug combination should also account for the dose-
limiting negative side effects to normal cells and should protect
the integrity of the host immune system. Thus, we sought to
address this question here by identifying only the enzyme tar-
gets that are specific to L major, as targeting these candidates
would most likely minimize the deleterious side effects from a
therapeutic combination to patients. Of course, the results out-
lined in this report must still be confirmed by in vitro experi-
mentation. Another question to be assessed in the future is the
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requirement for safety studies for each of the constituents of
the combination treatment, independently and in combination,
prior to the successful registration of that combination treat-
ment; however, this question is beyond the scope of this report,
which is mainly exploratory according to our current
knowledge.

Drugs for key strictly specific L major enzymes

Drug reposition is a preferred route in drug development due
to its savings in time and money. Unfortunately, an examina-
tion of TDR Targets did not show any approved drugs for
the enzyme targets described here, but some inhibitors
appear to be available at least for the experimental stages in
Leishmania or other biological species. A search in the litera-
ture uncovered that (1) azasterols are inhibitors of sterol
24-C-methyltransferase (EC 2.1.1.41) in Leishmania®’?
and (2) azo dye naphthalene-like compounds, similar to
suramin, are inhibitors of REL (EC 6.5.1.3).%3 Two of these
compounds were later tested on the whole editosome and
showed strong inhibition of U-deletion in RNA editing.?*
GW5074, mitoxantrone, NF 023, protoporphyrin IX, and
D-sphingosine were also identified as REL inhibitors, with
1C;q values ranging from 1 to 3 pM.% (3) Phosphonopyruvate
(ID: DB02522 in DrugBank) has been characterized as
an inhibitor®® of pyruvate phosphate dikinase (EC 2.7.9.1)
as well as flavones analogs. It has also been reported that
flavone analogs act by specifically targeting the ATP-binding
site of the enzyme in a fungal system.”” Several phenolic
compounds were also proposed for the inhibition of pyruvate
phosphate dikinase in Wolbachia.® (4) A bis-benzyl diamine
derivative, as well as MOL2008, was proposed as new
molecular scaffolds for drug development, which proved to
be active at EC5y=12uM on L infantum promastigotes;
these compounds depleted intracellular trypanothione by
inhibiting trypanothione synthetase (EC 6.3.1.9) in treated
parasites, confirming the on-target activity of these
compounds.”’

Under the hypothesis that the susceptibility of Leishmania
would be stable in vitro to a combination of the compounds
listed above, it would be possible to optimize their scaffold
structure to reduce the overall cocktail toxicity to a human
cell model. The engineering of this process is now facilitated
by in silico modeling. A search for 3D models in PDB
with sequences that are homologous to LmjF.36.2380,
LmjF.36.2390, Lm;jF.11.1000, LmjF.23.0460, LmjF.27.1870,
LmjF.36.4300, LmjF.01.0590, and LmjF.20.1730 showed
that only the sequences of EC 2.7.9.1 and EC 6.3.1.9 were
suitable for 3D modeling because their identity scores were
larger than 39%, reaching up to a maximum of 97%. However,
in the case of EC 6.5.1.3 and EC 2.1.1.41, the identity scores
were too low (<25%) and the number of gaps were too high
for successful 3D modeling.

Distribution of key strictly specific L major

enzymes among human pamsiz‘es

Sterol 24-C-methyltransferase (EC 2.1.1.41) is a component
of the ergosterol pathway. This pathway has been extensively
studied for drug development against fungi, and ergosterol
pathway inactivation has been demonstrated as efficient and
stable. The fact that sterol 24-C-methyltransferase can be
shared with fungi means that drug reposition from fungi to
Trypanosomatidae may occur, as was the case with fluconazole.
Pyruvate phosphate dikinase (EC 2.7.9.1) is highly specific to
Trypanosomatidae,and EC 2.7.9.1 was only found to be shared
with M tuberculosis; however, the sequences did not align, which
suggests that the enzymes of both lineages are analogous. The
sequences of trypanothione synthetase (EC 6.3.1.9) of 7" cruzi
showed identities between 37% and 58% with those of L major.
These data agree with the literature, which demonstrates the
expression of this enzyme and the presence of the correspond-
ing trypanothione metabolism in 7" cruzi.3 As expected, L
major, which belongs to Tritryps, had a greater phylogenetic
affinity with 7 cruzi and T brucei (Euglenozoa) than with P
falciparum,which belongs to a different phylum (Apicomplexa).
The status of sequence analogy that we gave to EC 6.5.1.3
(REL1) of P falciparum and T gondii is not surprising, consid-
ering that both species belong to the clade of Alveolates
(Chromalveolates), whereas Trypanosomatidae belongs to
Euglenozoa (Excavates), which are as far away from one
another as they are from Animalia (Unikonts) in evolutionary
terms (http://tolweb.org/Eukaryotes/3). However, the status
of analogy only depends on the EC annotation. In that
respect, one could ask whether an RNA-editing ligase that is
involved in trans-splicing in Tritryps should have the same
EC (EC 6.5.1.3) as a tRNA-splicing ligase that is involved in
cis-splicing and tRNA repair, as the biological consequences
of the 2 reactions are different in both cases. Interestingly,
REL1 is conserved across the subclass of Metakinetoplastina,
which shows its ancient emergence within Excavates.
Unfortunately, we did not find a complete genome sequence
for the Diplonema or Euglena from higher taxa to check the
precise level of life history in which REL emerged. Apart
from parasites, Metakinetoplastina also includes nonparasitic
free-living forms, such as B sa/tans, which shows that REL
function predates parasitic adaptation. Actually, REL is
encoded by an informational gene and belongs to the primeval
functions that were used by life as soon as the RNA world
came into existence,!® and it has been shown to have been
invented at least 2 times independently.

Expression pattern of key strictly specific L major
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Interestingly, the expression of LmjF.01.0590, LmjF.11.1000,
LmjF.20.1730, LmjF.23.0460, LmjF.27.1870, LmjF.36.2380,
LmjF.36.2390, and LmjF.36.4300 is described as being
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constitutive in the promastigote (blood) and amastigote
(intracellular) forms of L major,101-193 which makes these
sequences suitable targets for drugs that are effective against
both parasite forms.

Conclusions

By applying a comparative method of enzyme function for the
pathogenic relationship between L major and humans, we suc-
ceeded in restricting the number of specific enzyme targets
that we believe are suitable for drug development. Of the 67
sequences (accounting for 42 enzymatic activities) that were
classified as specific to L major compared with H sapiens by
AnEnPi, only 40 (23 ECs) were srictly specific, as 27 enzymes
(19 ECs) were disregarded for being ambiguous, functionally
specific, or analogous. Among the list of 40 strictly specific
enzymes, another 32 sequences (19 ECs) were also disregarded
for not being essential in L major metabolism. Finally, we
uncovered 4 enzymes (sterol 24-C-methyltransferase, RNA-
editing ligase, pyruvate phosphate dikinase, and trypanothione
synthetase) that are suitable for drug development with the
purpose of minimizing treatment toxicity to the host. The
method is systematic, includes a process for determining fa/se
positives, can be automated, and can be applied to the investiga-
tion of other host-parasite relationships.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The genus Fusarium contains some of the most studied and important species of plant pathogens that econom-
Fusariosis ically affect world agriculture and horticulture. Fusarium spp. are ubiquitous fungi widely distributed in soil,
Arabidopsis plants as well as in different organic substrates and are also considered as opportunistic human pathogens. The

Oilseed plants
Specific enzymes
Molecular targets

identification of specific enzymes essential to the metabolism of these fungi is expected to provide molecular
targets to control the diseases they induce to their hosts. Through applications of traditional techniques of
sequence homology comparison by similarity search and Markov modeling, this report describes the char-
acterization of enzymatic functionalities associated to protein targets that could be considered for the control of
root rots induced by Fusarium oxysporum. From the analysis of 318 F. graminearum enzymes, we retrieved 30
enzymes that are specific of F. oxysporum compared to 15 species of host plants. By comparing these 30 specific
enzymes of F. oxysporum with the genome of Arabidopsis thaliana, Brassica rapa, Glycine max, Jatropha curcas and
Ricinus communis, we found 7 key specific enzymes whose inhibition is expected to affect significantly the de-
velopment of the fungus and 5 specific enzymes that were considered here to be secondary because they are

inserted in pathways with alternative routes.

1. Introduction

The genus Fusarium is known to include pathogenic fungi with a
wide range of hosts and infection strategies (Goswami and Kistler,
2004) whose endemic areas are mostly located in tropical and sub-
tropical countries (O'Donnell et al., 2008). The pathogenic fungus Fu-
sarium oxysporum is known to cause root rot in > 100 plant species
(Agrios, 2005), including Arabidopsis thaliana, Jatropha curcas, Glycine
max, Brassica rapa and Ricinus communis (Enya et al., 2008; Michielse
and Rep, 2009; Kumar and Kaushik, 2013; Trusov et al., 2013; Anjani
et al., 2014); the last four being important oilseeds for biodiesel pro-
duction.

After germination and penetration into host roots, F. oxysporum
enters the vascular system and uses xylem vessels to quickly colonize its
plant host and promote vessel clogging. The successful colonization of

host plants by F. oxysporum leads to necrosis of infected tissues, sub-
sequent vascular vessel collapse and plant death (Beckman, 1987). This
process requires a number of tightly controlled biological steps: (i) re-
cognition of roots through unknown host signals; (ii) fixation on root
surface by hyphae and differentiation into penetrating structures; (iii)
penetration into root cortex and degradation of host physical barriers;
(iv) adaptation to the hostile environment created by infected plant
tissues; (v) proliferation of hyphae within xylem vessels and secretion
of virulence determinants and (vi) production of microconidia (Pietro
et al., 2003).

Because of host-parasite coevolution, formae speciales were re-
cognized into F. oxysporum based on symptoms, epidemiology and
susceptibility of hosts (Armstrong and Armstrong, 1981; Nelson et al.,
1994). > 150 different formae speciales were identified from isolates of
F. oxysporum according to its host range (Baayen et al., 2000; Michielse

Abbreviations: Ap4A, diadenosine tetraphosphate; CAT, carnitine acetyltransferase; CDP-choline, cytidine diphosphate choline; CWDEs, cell walls degrading en-
zymes; DcpS, decapping scavenger enzyme; EC, enzyme commission numbers; HCCS, holocytochrome-c synthase; HGT, horizontal gene transfer; HHblits, HMM-
based lightning-fast iterative sequence search; HMM, hidden Markov model; IC50, half maximal inhibitory concentration; IDO, indoleamine 2,3-dioxygenase; KEGG,
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and Rep, 2009). In addition, formae speciales may also be subdivided
into physiological races according to their virulence.

Fungi of the genus Fusarium also produce a range of toxic secondary
metabolites (mycotoxins), such as (i) trichothecenes that inhibit protein
translation and have eliciting activities that stimulate plant defenses
and promote plant cell death. For instance, agricultural products con-
taminated by fumonisins are unsuitable for human or animal con-
sumption (Desmond et al., 2008; Ma et al., 2013; Woloshuk and Shim,
2013).

In addition, Fusarium spp. secrete many enzymes that may con-
tribute to virulence, such as those that act on physical and chemical
barriers induced by defense responses (de Sain and Rep, 2015) and can
damage them by cell walls degrading enzymes (CWDEs). Upon contact
with the wall of host cells, Fusarium spp. synthesize extracellular cell
wall degradation enzymes following a defined sequence of molecular
steps (Jones et al., 1972), whose genes are up-regulated by the presence
of enzyme substrate and down-regulated by processes of catabolic re-
pression (Cooper and Wood, 1973).

As the fungus attempts to invade its host, it may face toxic sec-
ondary metabolites with antimicrobial activity whose synthesis is in-
duced by plant defense mechanisms (Morrissey and Osbourn, 1999).
Successful colonization of host plants by F. oxysporum leads to necrosis
of infected tissues, the subsequent collapse of vascular vessels and plant
death. The genetics of plant resistance to F. oxysporum is complex and
difficult to transfer by hybridization, therefore, there is interest to un-
cover the molecular basis of the plant's innate immunity against these
pathogens (Berrocal-Lobo and Molina, 2008).

Chitinase is a predominant enzyme in the biodegradation process of
chitin, which in turn is an essential component of the fungal cell wall
(Viterbo et al., 2002). By contrast, chitin is not a component of plant
cell wall, thus plant chitinase genes are key genes for plant defense and
can be activated in response to biotic stresses (Cheng et al., 2017).

The application of fungicides is an important factor of crop pro-
ductivity. Fungicides can be applied directly to the field or during
storage and transport. Unfortunately, the phenomenon of microorgan-
isms resistance to the chemicals used in agriculture is constantly ob-
served (Wolny-Kotadka, 2014). In ornamental plants, for instance, the
number of registered chemicals has declined over the years. The re-
sistance of F. oxysporum to benzimidazole makes difficult to control
bulb rot and wilt in several susceptible plant cultivars (Gullino and
Garibaldi, 2005). In addition, the fungicidal activity may also affect
other organisms that contribute positively to the crop.

In this context, the identification of alternative strategies, such as
the inactivation of enzymes specific to the fungal parasite participating
in its essential metabolic pathways, is indispensable in the attempt to
propose new inhibitors with increased selective activity.

2. Methodology
2.1. Background

The Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes database (KEGG,
http://www.genome.jp/kegg/) was used to retrieve enzymatic anno-
tations and their corresponding protein sequences (version 74.0, April
1, 2015) in the organisms considered below. Enzyme reactions were
inferred to be specific of Fusarium graminearum compared to A. thaliana
when enzyme commission numbers (EC) from the KEGG list of F. gra-
minearum were not found in that of A. thaliana. Thus, the method of
specificity diagnostic is merely a comparison of EC lists. However, the
aspect that is less simple is how to curate these lists to eliminate the
false positives of specific enzymes. False positives can result from in-
complete EC annotation and enzymes that are classified as not present
in one organism when they are actually present. The question, I how to
proceed to verify that enzymes present in a parasitic organism are ef-
fectively not present in the host of this parasite. This operation can be
done at the level of protein themselves as well as at the level of the host
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genome. At the level of proteins, an improvement is to complement the
detection of sequence similarity (BLAST) by Markov chain comparison,
which is able to detect remote homologies by comparing a given se-
quence from the parasite with Markovian models stored in database
that take primary sequence and profile of secondary structures into
consideration. At the level of host genome, the question is to confirm
that its protein annotation did not skip any genome sequence that could
encode a homologous protein of the parasite sequence under con-
sideration; this is typically done by comparison of similarity among
sequences (BLAST). When putatively true positives are diagnosed, it is
interesting to tentatively report on their potentiality as target for in-
hibition by looking at their centrality in pathway maps.

In nature, there is a formae speciale of F. oxysporum that is patho-
genic to A. thaliana, however, neither the genome of F. oxysporum nor
its EC annotation were available in KEGG when the study was per-
formed. Therefore, EC data of the fungus F. graminearum were used
instead since its genomic data were available in KEGG. This assessment
was based on the observation by Ma et al. (2010) that core orthologous
genes of F. graminearum and F. oxysporum are 85% similar, on the
average. The two lists of ECs of F. graminearum and A. thaliana were
taken from KEGG and compared to find the subset of ECs that are
specific to F. graminearum. Then, we used (i) the KEGG annotations to
retrieve protein sequences from the accession names associated to
specific ECs from F. graminearum and (ii) the specific sequences from F.
graminearum to retrieve their counterparts from F. oxysporum (see
Section 2.3 below). Subsequently, F. oxysporum enzymes counterparts
of F. graminearum were confirmed for their specificity by sequence
comparison to A. thaliana using BLASTp. Thus, the rational to find
specific EC's from F. oxysporum was to use the list of F. graminearum EC
from KEGG, compare it to the list to of Arabidopsis' ECs, find the ECs
specific to F. graminearum, eliminate false positive and transfer the
annotation of specific enzymes from F. graminearum to F. oxysporum
using BLASTp.

2.2. Search for orthologous enzymes in F. oxysporum

With the UniProtKB equivalent of the ECs considered to be specific
to F. graminearum, we retrieved their orthologs in F. oxysporum (strain
Fo5176) using OrthoDB (Zdobnov et al., 2016; http://www.orthodb.
org/). When an enzymatic function was lacking, it was transferred from
F. graminearum to F. oxysporum (strain Fo5176) under the guideline of
the following thresholds: e-value <10~ %, identity =35% and coverage
between similarity region and query sequence =75% (Lima et al.,
2016).

2.3. Hidden Markov model

BLAST is a high throughput tool of sequence homology comparison,
however, sequences can still be homologous at the level of the tertiary
structure (3D) without recognizable homology at the level of the pri-
mary one (sequence). The twilight zone is the homology level (30-35%)
at which the homology classification with BLAST becomes ambiguous
(Rost, 1999). The hidden Markov model (HMM) is suitable to detect
distant homologies (< 30%) between sequences, but performs slowly
and is therefore unsuitable for large dataset screening in short time with
modest computational power. As a consequence, HMM is indicated to
confirm the specificity of a given F. oxysporum enzyme inferred by
homology search with BLAST. If a sequence is considered to be specific
of Fusarium because no significant homologous hit is found with A.
thaliana using BLAST, but a homologous pair is detected with HMM by
comparing the parasite enzyme to the proteomes of its relative plant
hosts, the specificity relationship previously established with BLAST
must be discarded, otherwise it can be maintained. To this end, the
HMM-based lightning-fast iterative sequence search (HHblits) metho-
dology, described by Remmert et al. (2011), was used as described in
Catharina et al. (2017). The F. oxysporum protein sequences that are
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candidates to be specific in the context of the host-parasite relation with
A. thaliana were submitted separately to HHblits online (http://toolkit.
tuebingen.mpg.de/hhblits) under the standard parameters proposed for
a homology search using HMM. The sequences of F. oxysporum that hit
any sequence of the fifteen plants were considered as false positive and
were removed from the list of specific proteins of F. oxysporum for the
host-parasite pair considered. Only the sequences that did not produce
hit with one of the fifteen plants in the analysis were considered specific
to F. oxysporum.

2.4. Search for false positives

By sequence homology (BLASTp), we compared the subset of spe-
cific enzymes of F. oxysporum, as inferred from F. graminearum, with the
protein sequences derived from the genome annotations of A. thaliana
and of 14 other plant species that are natural hosts of F. oxysporum: B.
rapa, Cajanus cajan, Carica papaya, G. max, Gossypium raimondii, J.
curcas, Linum usitatissimum, Lotus japonicus, Medicago truncatula, Populus
trichocarpa, Prunus persica, R. communis, Solanum lycopersicum,
Theobroma cacao (Table S1). These additional comparisons enabled to
figure out the occurrence of false positives, but also the conservation of
EC specific to F. oxysporum compared to a significant sample of its host
range. However, we pursued the exercise of data debugging for false
positives only with A. thaliana since it is a model and with B. rapa, G.
max, R. communis and J. curcas due to their importance in biodiesel
production. The procedure described by Catharina et al. (2017) was
applied equally for the five plant species according to genome and
protein data as available from the databases listed in Table S2.

To further straighten out our sample of putative specific enzymes,
we performed homology searches (tBLASTn) between F. oxysporum
enzymes and the DNA of plant genomes in order to find out if fungal
enzyme functions might be encoded by unannotated intergenic regions.

When a hit corresponded to an annotated protein, we validate this
hit by comparing the fungal enzymes (query) involved in this hit with
the plant proteins produced by the gene detected by this hit (subject).
Then, we performed a reverse similarity comparison (tBLASTn) of the
plant protein (query) against the DNA stretch (gene coordinates plus
and minus 10 kb) that produced this hit (subject) in order to confirm
the gene structures (exons + introns) as available through the annota-
tion and the consistency of its reading frame.

In cases of a hit with a non-annotated DNA region, the in-frame
homologous plant sequence (subject) was searched for similarity with
the fully annotated corresponding proteins in the non-redundant sec-
tion (nr) of GenBank through the BLASTx online interface (www.blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Then, the inferred plant homolog was
confirmed by back comparison to the genomic region from which it was
extracted as described in more detailed previously (Catharina et al.,
2017).

2.5. Metabolic pathway significance

In order to better characterize the metabolic impairment eventually
caused to F. oxysporum by the inhibition of its specific enzymes, we
manually searched their pathway centrality by locating their respective
EC numbers in metabolic maps of the KEGG pathway database (http://
www.genome.jp/kegg/pathway.html). Metabolic maps can be looked
at as graphs where vertices stand for enzymes characterized by EC
numbers and edges as chemical reactions. Thus, the input of a vertex in
that graph is the substrate for the enzyme of this vertex and the output
is its product. A metabolic route in a pathway shows how an input
metabolite is transformed by the successive enzymes of that metabolic
route to result in its final product. The graph is branched with parallel
routes eventually converging to vertices that may articulate an entire
pathway with another or a subpathway with several others in a larger
graph. These converging vertices are considered to have a higher level
of centrality than vertices within parallel routes because they link
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subpathways between them and the metabolic flux need to go through
them in order to transit between these subpathways. If a vertex sepa-
rates two subpathways whose products are essential for the cell, the
functional integrity of this vertex is also essential for that cell.
Consequently, vertices with a higher level of centrality can be con-
sidered better molecular targets than those with a lower level of cen-
trality because their inhibition is expected to result in a larger level of
metabolic disarticulation, eventually fatal to the cell. Thus, based on
the visual inspection of KEGG metabolic maps, when the enzyme con-
sidered was in a pathway without an alternative route, we considered
that enzyme as central (we called it as “primary enzyme”) and suitable
as a target for the development of inhibitors with reduced noxious side
effects to the host. By contrast, when a specific enzyme was in a
pathway with an alternative route(s), we considered it as an unsuitable
target for inhibitor development (we called it as “secondary enzyme”)
due to the compensation of its inhibition that would be expected by the
enzymes of the alternative route(s).

3. Results
3.1. EC comparison and protein sequence retrieval

As outlined in the methodology, we considered in the first approx-
imation that F. graminearum could be a suitable representative of F.
oxysporum. Thus, when comparing F. graminearum to F. oxysporum plant
hosts, we found that from the 7008 non-redundant ECs of KEGG, 879
were associated with F. graminearum and 1044 to A. thaliana, respec-
tively.

By comparing both lists, we identified 247 EC that were specific to
F. graminearum, from which we recovered 318 protein sequences. The
BLASTp comparison of these 318 protein sequences of F. graminearum
with the annotated proteins (proteomes) of the fifteen plant species of
this study: A. thaliana (n = 35386), B. rapa (n = 41173), C. cajan
(n = 48680), C. papaya (n = 27760), G. max (n = 73320), G. raimondii
(n = 77267), J. curcas (n = 57437), L. usitatissimum (n = 43484), L.
japonicus (n = 38482), M. truncatula (n = 62317), P. trichocarpa
(n = 45033), P. persica (n = 28702), R. communis (n = 31221), S. ly-
copersicum (n = 34724), T. cacao (n = 46143) resulted in a decrease of
the enzyme number that might be considered as specific to F. grami-
nearum to 83, which suggests that the ECs that are specific to F. gra-
minearum compared to these plant species may vary from case to case
and that the number of ECs that are specific of F. graminearum decreases
according to the increase of sample size of plant hosts considered in the
BLASTp comparison.

3.2. Search for specific enzymes in F. oxysporum

In a first attempt, we checked for remote homology of the 83 spe-
cific proteins of F. graminearum with the proteome of A. thaliana using
HHblits and we found hits for 50 of them. Therefore, these 50 F. gra-
minearum enzymes were discarded from further analyzes. The re-
maining set contained only 33 enzymes that were apparently specific to
F. graminearum.

At this point, we could search for specific enzymes of F. oxysporum
rather than of F. graminearum. Thus, from the 33 specific enzymes of F.
graminearum with accessions from KEGG, we retrieved the 33 corre-
sponding accession numbers from UniProtKB. One enzyme, FG10182.1
(EC: 4.3.2.3) was updated to FG13713 in the release 83.2 (September
1st, 2017) of KEGG. When searching the orthologs of these 33 specific
enzymes of F. graminearum in F. oxysporum strain Fo5176 with OrthDB,
we retrieved 30 proteins (Table 1), which means that the 3 enzymes
FG03537.1 (EC: 4.2.3.6), FG10343.1 (EC: 3.4.14.9) and FG11037.1
(EC: 3.2.1.151) of F. graminearum do not have orthologous pairs in the
genome of the F. oxysporum strain considered. The similarity rate be-
tween the 30 specific enzymes of F. oxysporum and F. graminearum was
rather high since we found that the similarity region covered, on
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Table 1
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Enzymes considered specific to F. graminearum (FGR) and F. oxysporum strain Fo5176 (FOX) compared to A. thaliana, G. max, B. rapa, R. communis, J. curcas.

# FGR acces. (KEGG) FGR acces.” (UniProtKB) FOX acces. (UniProtKB) EC Name Pathway (KEGG)
1 FG02259.1 I1REZ9 FOFYW8 2.7.7.53 ATP adenylyltransferase Fgr00230
2 FG10182.1" 11SA32 F9F7R0O 4.3.2.3 Ureidoglycolate lyase

3 FG10062.1 AOA098DA90 F9F7C4 1.8.4.14 L-Methionine (R)-S-oxide reductase Fgr00270
4 FG04828.1 I1RLM2 FIFVQ5 1.13.11.52 Indoleamine 2,3-dioxygenase Fgr00380
5 FG07058.1 I1RSEO F9G623 1.13.11.6 3-Hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase

6 FG01272.1 AOAOEORQ52 F9F1B7 2.4.1.16 Chitin synthase Fgr00520
7 FG10116.1 115097 F9FUJ3

8 FG05066.1 AOAOEOSIE3 FOFNN9 2.1.1.17 Phosphatidylethanolamine N-methyltransferase Fgr00564
9 FG01057.1 I11RBW6 F9FM77 3.1.4.12 Sphingomyelin phosphodiesterase 2 Fgr00600
10 FG08851.1 11RX10 F9G156 4.2.1.79 2-Methylcitrate dehydratase Fgr00640
11 FG08386.1 I1RVU1 FOFX57 4.41.17 Holocytochrome-c synthase Fgr00860
12 FG09810.1 I1RZG9 FOFE93 3.6.1.59 DcpS - m7GpppX diphosphatase Fgr03018
13 FG00840.1 V6QVV9 F9FPR6 2.3.1.7 Carnitine acetyltransferase Fgr04146
14 FG01924.1 AOA098D5A0 F9FPC4

15 FG00218.1 I1R9R3 FOG7W3 3.4.13.19 Membrane dipeptidase NAY

16 FG01017.1 11RBS7 F9F704 3.4.14.4 Dipeptidyl-peptidase III NA

17 FG02492.1 I1RFL3 F9FX31 2.1.1.286 258 rRNA (adenine2142-N1)-methyltransferase NA

18 FG03349.1 I1RHTS FOFQP5 1.13.11.1 Catechol 1,2-dioxygenase NA

19 FG03624.1 AOA1I9FAY2 FOFI56 3.2.1.8 endo-1,4-Beta-xylanase NA

20 FG10999.1 AOA1I9FXT9 FOFP27 3.2.1.8 endo-1,4-Beta-xylanase NA

21 FG03990.1 I1RJHO FOFYN8 3.1.3.84 ADP-ribose 1”-phosphate phosphatase NA

22 FG06477.1 I1RQX6 F9G5J4 4.2.1.94 Scytalone dehydratase NA

23 FG07016.1 I1RSA2 FOFMM7 3.2.1.101 Mannan endo-1,6-alpha-mannosidase NA

24 FG10387.1 11S0Z5 FOFSX4

25 FG07974.1 I1RUS1 FOFVES 3.2.1.40 Alpha-L-thamnosidase NA

26 FG09073.1 I1RXK2 FOFZ86

27 FG08289.1 AOAOEORZB4 FOFEN7 3.4.24.39 Deuterolysin NA

28 FG09485.1 I1RYMS8 FOFL57 5.5.1.5 Carboxy-cis,cis-muconate cyclase NA

29 FG09999.1 I1RZY9 FIFI91 2.1.1.312 258 rRNA (uracil2843-N3)-methyltransferase NA

30 FG11140.1¢ AOA098DYT2 F9FPS4 4.1.1.6 Aconitate decarboxylase NA

31 FG03537.1 AOA1I9FCV5 NA 4.2.3.6 Trichodiene synthase Fgr00909
32 FG10343.1 11S0V3 NA 3.4.14.9 Tripeptidyl-peptidase I NA

33 FG11037.1 11S2N7 NA 3.2.1.151 Xyloglucan-specific endo-beta-1,4-glucanase NA

# Acces. is for accession.

> This accession was changed to FG13713 in KEGG release 83.2 (September 1st, 2017).

¢ This accession was removed in KEGG release 83.2.
NA: No ortholog for F. oxysporum.

average, 97% of the query size for the homologous pairs between both
fungi. Only one homologous pair had a similarity region covering 67%
of the query sequence, but involved a homologous region of 368 amino
acids with an identity rate of 77%. The other similarity regions between
homologous pairs account for at least 80% of the query size. The
average identity of the homologous pairs among the 30 specific se-
quences was 83.7%, with only two sequences having an identity level
below 70%, i.e., 57% with a 100% coverage and 66% with a 91%
coverage. These results show that we could transfer the functions of F.
graminearum to F. oxysporum with an excellent level of reliability.

Although only 11 F. oxysporum proteins of UniProtKB had an as-
signed enzymatic activity, we successfully confirmed all cases of or-
thology by BLASTp and could, therefore, transfer their corresponding
EC from KEGG when necessary. Thus, in the following, we removed
FG03537.1, FG10343.1, and FG11037.1 from the analysis and con-
sidered the set of 30 enzymes outlined above as representative from the
set of specific enzymes of F. oxysporum.

Thus, the 30 enzymes considered specific to F. oxysporum on the
basis of its proteome comparison with those of its plant hosts were
associated with 25 enzymatic activities (EC: 1.13.11.1, 1.13.11.52,
1.13.11.6, 1.8.4.14, 2.1.1.17, 2.1.1.286, 2.1.1.312, 2.3.1.7, 2.4.1.16,
2.7.7.53, 3.1.3.84, 3.1.4.12, 3.2.1.101, 3.2.1.40, 3.2.1.8, 3.4.13.19,
3.4.14.4, 3.4.24.39 3.6.1.59, 4.1.1.6, 4.2.1.79, 4.2.1.94, 4.3.2.3,
4.4.1.17, 5.5.1.5) (Table 1). When searching these 30 enzymes for si-
milarity (tBLASTn) with the genomes of A. thaliana, B. rapa, G. max, R.
communis and J. curcas, we only found two enzymes whose hits were
significant and could, therefore, be considered as false positives.

In one case, the comparison of F9G156 gave hits with genome re-
gions of A. thaliana corresponding to AT5G65060.1 and AT5G65050.3.
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When these homologous regions were compared to nr, they produced
significant hits for the MADS-box transcription factor of F. oxysporum
(FOSC 3-a), which suggest that F9G156 is not specific to F. oxysporum
when compared to A. thaliana.

The other case was relative to FOFMM?7 that gave a hit with the J.
curcas genome corresponding to the protein jeu:105635122. When
comparing (BLASTp) the homologous region with nr, significant hits
were obtained between FOFMM?7 and species of the genus Fusarium,
which suggests that this fungal enzyme is not specific to the parasite in
J. curcas.

3.3. Metabolic pathway significance

The ECs assigned to each enzyme of F. graminearum and F. oxy-
sporum that successfully mapped to metabolic pathways were inserted
in 11 different metabolic maps from KEGG (Table 1). These enzymes
were distributed into ECs with a single route of execution and ECs with
alternative routes of execution, that is, different metabolic routes for
the same product. The enzymes distributed into ECs with a single route
of execution that we denoted as primary enzymes were: 2.4.1.16,
3.6.1.59, 2.3.1.7, 1.13.11.6, 4.3.2.3, 4.4.1.17, 3.1.4.12, while the ECs
with alternative routes of execution that we denoted secondary en-
zymes were: 4.2.1.79, 1.13.11.52, 2.1.1.17, 1.8.4.14, 2.7.7.53.

4. Discussion

The toxicity caused to the environment by fungicides has motivated
the search of specific enzyme targets in F. oxysporum through the pre-
sent work. Crops such as B. rapa, G. max, J. curcas and R. communis are
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expected to have a large impact on the environment due to their
commercial importance in the context of biodiesel production. A.
thaliana is a model for these plant species, which has justified its choice
in the context of this report.

When comparing F. graminearum to more than one plant host, the
number of specific enzymes of this fungus tends to decrease, which
shows that each host-parasite pair should be considered on its own
features. Actually, such relationship is not surprising since parasites
coevolved with their host in such a way to keep virulence and com-
petition with other microbes in their environment. Thus, one expects
that the genes kept in one host-parasite pair might be different from one
involving a different plant species even if the fungal species itself is the
same (Ma et al., 2010).

Actually, Fusarium spp. are haploid ascomycetous fungi with a gene
number variation among species of at least 10% (Walkowiak et al.,
2016). Since the plant species involved in the interaction is different, it
is not surprising to find differences in numbers of genes specific to
Fusarium spp. depending on the host-parasite system considered.

In addition, other factors such as horizontal gene transfer (HGT) can
be involved, since pathogenesis (Bukhalid et al., 2002; Burger and Lang,
2003) can promote HGTs between two species (Loreto et al., 2008;
Trobridge, 2009; Haegeman et al., 2011; Gao et al., 2014). Richards
et al. (2009) demonstrated events of HGT occurring from Fusarium to
rice. For instance, several plants, such as A. thaliana, obtained the
shikimate pathway from symbiotic fungi via HGT (Richards et al., 2006;
Emiliani et al., 2009; Tzin and Galili, 2010).

According to whether or not the inhibition of an enzyme may dis-
able the metabolic pathway and bring irreversible damage to F. oxy-
sporum in such a way to prevent its survival, we classified specific en-
zymes into key (primary) and auxiliary (secondary) ones. Primary
enzymes, can be considered as promising targets for the development of
new fungicides because they inhibition has the capacity to disrupt the
metabolic pathway in which they are inserted and thus lead to fungal
death. By contrast, secondary enzymes would have an auxiliary role
because they may be inserted in alternative routes and in case of
complete inhibition, they would not be able to bring the fungus to
death.

4.1. Primary enzymes

Below, we give a list of key enzymes for the control of Fusarium spp.
for the preparation of a putative cocktail of inhibitors with a brief de-
scription of their physiological roles:

1- In fungi, the main constituent of cell walls is the chitin polymer,
which is the product of a series of biochemical reactions, where the
latter consists in the synthesis of N-acetylglucosamine-1 phosphate
by chitin synthase (EC: 2.4.1.16). Cells in which chitin formation is
disrupted are affected by osmotic sensitivity, abnormal morphology,
and disruption of growth (Cabib et al., 1982). Although all the en-
zymes of the chitin biosynthetic pathway could serve as targets in
the design of antifungal molecules, most studies concern the enzyme
chitin synthase (Behr, 2003). As chitin is absent in vertebrates and
plants, the inhibition of its biosynthesis has been considered as a
safe and selective option for the development of antifungal agents
(Ruiz-Herrera and San-Blas, 2003). Therefore, the proposal was to
deactivate the chitin synthase (EC: 2.4.1.16) to prevent the synthesis
of chitin without damaging the plant. This idea is sustainable be-
cause chitin synthase is a fungal-specific enzyme present in an es-
sential pathway, without an alternative route. Another possible form
of inhibition of Fusarium growth would be through blocking the
activity of the enzyme UDP-N-acetylglucosamine diphosphorylase
(EC: 2.7.7.23), which converts N-acetylglucosamine-1 phosphate
into UDP-GIcNAc, a monomer used by the enzyme chitin synthase
(EC: 2.4.1.16) for the production of chitin by polymerization.
However, UDP-N-acetylglucosamine diphosphorylase is also present
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in plants and according to Jiang et al. (2005), Nozaki et al. (2012)
and Chen et al. (2014), the synthesis of UDP-GlcNAc has a direct
impact on the growth and development of plants with the con-
sequence that the inhibition of EC: 2.7.7.23 could cause significant
damages to the host. Nikkomycins and polyoxins were the first in-
hibitors of chitin synthase described (Chaudhary et al., 2013), but
despite excellent in vitro results, nikkomycins and polyoxins showed
poor in vivo activity due to inefficient transport or degradation
before reaching the target enzyme (Graybill et al., 1998; Li and
Rinaldi, 1999; Stevens, 2000; Behr et al., 2001; Winn et al., 2010).
Ge et al. (2016) reported the synthesis and biological evaluation of
20 derivatives of 3-substituted amino-4-hydroxycoumarin as pos-
sible candidates for chitin synthase inhibitors among which a
compound showed a very promising result as it produced an IC50 of
0.1 mM and, therefore, was considered the most promising for the
future development of selective antifungal agents, mainly against
fungi of the genus Fusarium.

The decapping scavenger enzyme (DcpS, m7GpppX diphosphatase,
EC: 3.6.1.59) is critical in controlling mRNA stability and the reg-
ulation of gene expression (Li and Kiledjian, 2010). The enzyme is
responsible for hydrolyzing the cap structure resulting from the
decomposition of the 3’-5’ degradation pathway (Wang and
Kiledjian, 2001; Liu et al., 2002). Inhibitors for the enzyme DcpS
have been described for the treatment of Spinal Muscular Atrophy
(SMA). The compounds derived from C5-substituted quinazolines
were able to potentially inhibit DcpS enzyme activity, with D156844
being indicated as the most potent inhibitor (Jarecki et al., 2005;
Singh et al., 2008; Gopalsamy et al., 2017).

The binding of acetyl units to carnitine (Zhou and Lorenz, 2008)
occurs reversibly through carnitine acetyltransferase (CATs, EC:
2.3.1.7). The transport of acetyl-CoA between intracellular com-
partments is mediated by carnitine acetyltransferases that reversibly
bind acetyl units to the carnitine carrier molecule. Acetyl-CoA is the
central metabolite that is the product and substrate of many path-
ways participating in carbon metabolism (Strijbis et al., 2010).
During synthesis of carbon sources such as fatty acids, ethanol, or
acetate, acetyl-CoA is produced at different sites in the cell, which
requires the transport of acetyl units between different compart-
ments (Kunau et al.,, 1995). Acetyl-CoA cannot cross organelle
membranes without carnitine (Van Roermund et al., 1995). The
noxious effects of CATs inhibition were described in several fungi
(Bhambra et al., 2006; Franken et al., 2008; Son et al., 2012). In-
terestingly, Jaudzems et al. (2009) showed that the cardioprotective
mildronate (3-(2,2,2-trimethylhydrazinium)-propionate) is able to
inhibit CAT by binding the enzyme competitively with acetyl-CoA.
3-Hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase (EC: 1.13.11.6) acts by
catalyzing the opening of the ring of 3-hydroxyanthranilate in the
final enzymatic step of the biosynthetic pathway of tryptophan to
quinolinate. The biosynthesis of quinolinate from tryptophan is of
key importance since quinolinate is the precursor of the pyridine
ring of nicotinamide cofactors (Zhang et al., 2005). In addition, 3-
hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase acts on the kynurenine
pathway, which is considered the main route to generate quinoli-
nate through the tryptophan metabolism, which justifies it as a good
enzymatic target for inhibitor development (Stone and Darlington,
2002). Although the enzyme 3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxy-
genase is not documented in the literature neither for F. grami-
nearum nor for F. oxysporum, it may be considered of interest for the
development of a fungicide, since it is the last enzyme involved in
the biosynthesis of quinolinate and at the same time is at the en-
trance of the pathway for nicotinamide metabolism.

The ureidoglycolate lyase (EC: 4.3.2.3) is responsible for catalyzing
the degradation of ureidoglycolate in glyoxylate and urea; it is the
final step of the catabolic pathway leading from purines to urea
(Mclninch et al., 2003). Mclninch et al. (2003) presented an in-
hibitor for the enzyme ureidoglycolate lyase designed to mimic the
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transient species produced during its catalysis; it is called 2,4-dioxo-
4-phenylbutanoic acid and is considered to be one of the most
powerful competitive inhibitors with its Ki of 2.2 nM.
Holocytochrome-c synthase (HCCS, also known as cytochrome c
heme lyase or simply heme lyase, EC: 4.4.1.17) catalyzes the im-
portation of apocytochrome into the mitochondrion of animals,
fungi and protozoa, through covalent attachment of heme cofactor
to the cytochrome c, which is an essential component of the electron
transport chain of mitochondria (Dumont et al., 1991; Mayer et al.,
1995). The formation of holocytochrome c¢ can be inhibited by
deuterohemin, which is considered an analog of the substrate of
HCCS (Nicholson et al., 1987).

Neutral sphingomyelinases (N-SMases, Sphingomyelin phospho-
diesterase 2, EC: 3.1.4.12) are considered the main candidates to
mediate the stress induced by ceramide production. Thus, N-SMase
activity has been identified, characterized and cloned from bacteria,
yeast as well as mammalian cells. Although the level of identity
between these enzymes is low, the key residues that are involved in
metal binding and catalysis are conserved (Hofmann et al., 2000). In
yeast, the synthesis of sphingolipids is vital for growth and the in-
hibition of N-SMases induces cell death (Nagiec et al., 1997). For
instance, australifungin is an inhibitor that is capable of blocking
ceramide synthesis in yeast (Mandala et al., 1995), however, it is not
commercially available. Nagiec et al. (1997) showed that the anti-
fungal aureobasidin A inhibited the enzyme inositol phosphor-
ylceramide synthase in yeast (IC50 = 0.2 nM).

b

4.2. Secondary enzymes

1- Fusarium species have genes that encode putative enzymes of the
methylcitrate cycle, however, there has been no experimental evi-
dence that the methylcitrate cycle is functional in these species
(Domin et al, 2009). The 2-methylcitrate dehydratase (EC:
4.2.1.79) is responsible for the conversion of 2-methylcitrate to 2-
methyl-cis-aconitate in the methylcitrate cycle, which is responsible
for the production of highly toxic secondary metabolites during
plant infection (Volkl et al., 2004; De Lucca, 2007; Jestoi, 2008;
Domin et al., 2009). The accumulation of propanoyl-CoA exerts a
toxic effect by inhibiting several enzymes of the primary metabolism
(Brock and Buckel, 2004). To avoid this accumulation, most fungi
use the methylcitrate cycle for the efficient degradation of propa-
noyl-CoA in pyruvate. The inhibition of this enzyme would lead to
an accumulation of 2-methylcytrate; although there is an alternative
route in F. oxysporum as can be deduced from the analysis of KEGG
map fgr00640.

The indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO, EC: 1.13.11.52) catalyzes
the first step in the tryptophan (L-Trp) catabolism through the ky-
nurenine pathway (Yuasa and Ball, 2015) and its main role is to
provide nicotinamide adenine dinucleotide (NAD™") via the kynur-
enine pathway (Yuasa and Ball, 2013). As an enzyme involved in
human pathologies (Moon et al., 2015; Lovelace et al., 2016; Selvan
et al., 2016; Brochez et al., 2017; Song et al., 2017), some inhibitors
have already been described in the literature for IDO (Singh and
Goel, 2016; Brochez et al., 2017; Markwalder et al., 2017). Jang
et al. (2012, 2014) isolated benzomalvin E from Penicillium sp.
FN070315 and thielavins from Coniochaeta sp. 10F058 and de-
scribed these metabolites as inhibitors of IDO.

The phosphatidylethanolamine N-methyltransferase (EC: 2.1.1.17)
catalyzes the transfer of one or more methyl groups from S-ade-
nosyl-t-methionine. In fungi, the methylation pathway is used as the
main route of biosynthesis of phosphatidylcholine (Kodaki and
Yamashita, 1987; McGraw and Henry, 1989). Since the CDP-choline
pathway is an auxiliary route to generate phosphatidylcholine,
which is essential for fungi, the inhibition of this route is also re-
quired (Markham and Bainbridge, 1978). Robson et al. (1995) have
demonstrated that the noncompetitive inhibitor hemicholinium-3
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alters hyphae morphology in F. graminearum A3/5 strain, which
suggests that inhibitors for this route should be considered in more
details.

1-Methionine (R)-S-oxide reductase (EC: 1.8.4.14) catalyzes the
synthesis of .-methionine (L-Met), which is an essential amino acid.
Although L-Met synthesis is primordial for fungal growth and de-
velopment, inhibition of the r-methionine (R)-S-oxide reductase
enzyme would not be sufficient to cause the death of the pathogen.
Another alternative route for the production of L-Met is found in
Fusarium via the 1-homocysteine pathway, which has two enzymes
that are capable of generating L-Met, Homocysteine S-methyl-
transferase (EC: 2.1.1.10) and 5-methyltetrahydropteroyl-
triglutamate-homocysteine-S-methyltransferase (EC: 2.1.1.14).

ATP adenylyltransferase (EC: 2.7.7.53) is responsible for catalyzing
the degradation of Ap4A into ATP and ADP in the presence of in-
organic phosphate (Plateau et al., 1990). However, according to
Plateau et al. (1990), the inhibition of apal and/or apa2 did not
affect cell viability.

9}
T

5. Conclusion

From the analysis of 318 F. graminearum enzymes, we retrieved 30
enzymes specific to F. oxysporum compared to 15 species of host plants.
By comparing these 30 specific enzymes of F. oxysporum with the
genome of A. thaliana, B. rapa, G. max, J. curcas and R. communis, we
found 7 key enzymes whose inhibition is expected to affect significantly
the fungus development and might be useful to control fusariosis. A
closer look to the pathway of these key enzymes suggests that a cocktail
of inhibitors could be designed against: chitin synthase, DcpS, carnitine
acetyltransferase,  3-hydroxyanthranilate  3,4-dioxygenase,  ur-
eidoglycolate lyase, holocytochrome synthase and sphingomyelin
phosphodiesterase might allow the control of fusariosis. We also found
five other specific enzymes of Fusarium, but they could at best only have
an additive effect in the context of an inhibitory cocktail because they
are inserted in alternative pathways.

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.gene.2018.07.003.
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Abstract

This review focuses on how system biology may assist techniques that are used in
pharmacological research, such as high throughput screening, high throughput analytical
characterization of biological samples, preclinical and clinical trials, as well as targets
and drug validation in order to reach patients at the lowest possible cost in a translational
perspective. In signaling networks, targets can be assess through topological criteria such
as their connectivity or/and centrality. In metabolic networks, the relevance of a target for
drug development may rather be assess through some sort of enzymatic specificity
resulting from remote homology, analogy or specificity in its strict sense. The concept of
specificity is especially valuable in the context of a host-parasite relationship where
targeting a protein specific of a parasite compared to its host is expected to minimize the
noxious collateral effects of the inhibitor to the host. The relevance of putative molecular
target must be proven through bench and animal validations prior to go through clinical
trials. Flux balance analysis and other modeling methods of system biology enable to
assess whether a molecular target can be considered as pathway’s choke or not in a
network context, which may facilitate the decision of developing a drugs for it.

1. Introduction

The quality of pharmaceutical products started to be regulated with the inception, in
the USA, of the Food and Drug Administration (FDA) in 1906. From a broad perspective,
there had been a continuous growth in number of annual new therapeutic entities
approved worldwide since 1940 (1). However, on a shorter time scale, the pharmaceutical
industry has experienced a dramatic decrease in productivity between the 1980s and 2010
that was principally due to the cost burden of investing in the research and development
(R&D) of new drugs (2). At the apogee, these costs were estimated to peak at $1.7 billion
each (3).

Far from the explosion of new drugs predicted to follow the human genome
sequencing, the perceived failure of drug discovery, with an average of only two to three
small-molecule drugs per year, has been attributed, in the 1990s, to the trend of
pharmaceutical industry to direct its research more and more towards target-directed drug
discovery. Here, by target, we understand polymers of amino (proteins) or nucleic (RNA)
acids to which effector molecules (drug or biological inhibitor: antibody, siRNA) bind to
promote their biological activity. Indeed, this genotype approach (also known as reverse
pharmacology or reverse chemical biology) has been very successful when applied to
well-validated targets (4). Such approach was tempting, since it allowed the rational drug
development through structure-activity relationship (SAR) in the context of one drug for



one target, i.e., the genes-to-drug concept, through high throughput biochemical assays.
This strategy has the advantage of testing drug candidates directly on the target, but with
the drawback of neglecting possible off-target activity. Off-target(s) indicate(s) unknown
secondary target(s) that positively react(s) with a compound under testing and may
produce collateral effect(s). It may actually be hard to diagnose if the compound under
consideration is producing effect by on-target or off-target action. Many drugs were
actually discovered through their unwanted effects on off-targets rather than on the
expected on-target, such as in the famous case of Viagra (5). Another drawback of the
target-oriented strategies is that complex diseases usually rely on more than one target; by
consequence, the inactivation of one target by drug treatment is generally null or not
enough to cure patients. As a result, the activity of a rough extract on a bioassay, such as
a biochemical reaction or a cell culture, often vanishes during bioguiding, i.e., the process
of guiding the extraction of a compound from an extract by following its activity on a
biotest at each purification step. In addition, the effect of selective interaction of a drug
with a single target may be limited by network redundancies or paralogous proteins and
may result in an increased risk of adaptive resistance by mutation (6).

A competitive strategy is to select compound activity based on cell phenotype
(forward pharmacology or classical pharmacology) through high throughput screening
(HTS), which eliminates the need of the time consuming process of suitable target
identification. Through phenotype screening, one screen, in one shot, compounds that are
active on a phenotype, but that also demonstrate their ability to reach their target(s)
within the cell. A phenotype screening can be up or down according whether it,
respectively, promotes the increase or the decrease of the readout used for the associated
biotest (7). An obvious drawback of this strategy is that the precise protein targets or
mechanisms of action responsible for the observed phenotypes remain to be determined,
a process that is called deconvolution (8). Phenotypic screens are often optimized against
mechanistic and pharmacodynamics biomarker modulation while target-based screen
optimizes the activity of a drug against a given target, even if a few additional off-targets
may also be affected, but without properly investigating the broader cellular activity of
the agent (9).

The principle drawback of screening chemically diverse libraries with no
knowledge of specific protein is the ratio of the global in vivo screening capacity to the
total number of potentially available compounds. In contrast, chemogenomic-based drug
discovery against specific targets is designed to test a large number of compounds in
molecular biochemical or binding assays (10). Both biochemical and cell essays
(whatever 2D, 3D as well as even 3D cell printing or ex-vivo tissues — (11-13) are
simplified contexts, which fit HTS of million compounds by automated processes, but
neglect the complex tissue organization and homeostasis of vertebrates. To correct such
simplification, animal experimentation is necessary, however, animals are not humans
and methods of target validation based on mouse genetics cannot fully predict human
biology (14). There are several basic differences that may affect the transfer of results
from the animal model to humans: (i) Many drugs are cross reactive to non-human
primates. (i) Treatment in animal model is frequently initiate before symptom onset,
which is not the case of patients. (iii) For ethical reasons, the number of animals used is
kept at minimum. (iv) Different potential side effects between animals and humans may
affect the effective dosage. (v) Lack of understanding of the biology underlying the



disease. (vi) Incomplete disease correlation between animals and humans. (vii) Different
drug metabolism in animals and humans in case of drug needing biological activation
(15). As a consequence, a higher number of drugs interacting with less validated targets
have entered clinical development during the last decade. However, this had led to a
decline in the success rate of drugs during clinical development. Discrepancies between
inferences drawn from animal model experimentation and clinical trials led to failures
(attrition) in phase II and III due to unfavorable efficacy, lack of commercial viability and
poor safety. Such compound termination late in the process of drug development has been
understood as one of the main reasons of the cost burst around 2010 (1).

Another criticism that was made to pharmaceutical industry was to adhere to the
one target, one drug paradigm hold also responsible for productivity decline (16) and that
it should be replaced by a multi-target, multi-drug model (17), which is by definition the
area of polypharmacology, i.e., the design or use of pharmaceutical agents that act on
multiple targets or disease pathways. Actually, it has been suggested that even the mild
inhibition of multiple molecular nodes of a cellular network can be more efficient than
the complete inhibition of a single target (18), which has prompted attempts to generate
global blockades of biological processes and pathways by simultaneously targeting
multiple nodes in the underlying network (19). Actually, the impact of only one targeted
protein on the whole pathway may be little, while the impact on that pathway will be
much larger if it contains many targeted proteins and the expected impact on the whole
body could be huge (20).

In response to the unsustainable situation of the pharmaceutical industry as it
peaked in 2010, the process of drug R&D were shifting from how these activities were
addressed as health care priorities in the past to approaches that are dominated by their
potential market value. Even if the situation reverted to the figure of the 1980s (as
defined by the number of new chemicals licensed by the FDA), concerns still exist
regarding future decision making, which requires a new paradigm for the management of
R&D activities to attend to global needs (21).

Another adaptation that occurred in response to the past experience has been to look
for more stringent success criteria during the non-clinical stages in order to gain further
confidence in clinical translatability. The most accepted criteria for target validation
during drug discovery are based on three categories: (i) Demonstration of the target
protein expression in relevant cell types or in the target tissues from animal models or
patients. (ii)) Demonstration that modulation of the target in cell systems results in the
desired functional effect. and (iii) Demonstration that the target has a causal role in
producing the disease phenotype in animal models and/or patients (22).

In addition, to effectively fight against costly termination of drugs in the clinical
phase, the pharmaceutical industry has been keen to invest in theoretical and
computational modeling to promote the drug discovery process (23-27), which enabled a
recursive process through hypothesis testing and bench experimentation (28,29). Models
are fast to execute, able to reduce the use of animals and offer cheap predictive solutions
for drug pharmacokinetics (PK), pharmacodynamics (PD) as well as patient population
responses.

Finally, the access to financial sources for research can be critical in some cases,
such as neglected diseases, for instance, and open science and data sharing have received
a growing interest as a mean of leveraging and combining the available resources to



accelerate drug discovery efforts (30). This community-based concept for a new drug
discovery model led to the London Declaration on Neglected Tropical Diseases in 2012
for the control, elimination, or eradication of neglected tropical diseases
(http://unitingtocombatntds.org).

2. Modeling strategies

Most human diseases involve sophisticated mechanistic relationships between
proteins necessitating thoroughly annotated drugs by experimental means as well as the
incorporation of data modeling for drug combinations (31), drug and target networks
(32), and polypharmacology (33). These approaches are of particular importance in
cancer and infectious disease, for which heterogeneity and evolution under the selective
pressure of standard-of-care drugs result in the emergence of drug resistance.

The success of mechanism-based drug discovery relies on unambiguous evidence of
the therapeutic action of drugs through clear biomolecular association, which is actually
not always straightforward because of high affinity of a drug to an alternative target (off-
target), for instance. This situation did evidence the need to map drugs on their protein
target landscape, which led to identify protein families privileged for their historical
contribution to drug discovery. In addition to privileged families, druggable protein did
distribute into diverse, structurally unrelated protein families with small numbers of
members mostly represented by diverse enzyme functions. Privileged families account
for 44% of all human protein targets with GPCRs (12%), ion channels (19%), kinases
(10%), nuclear receptors (3%) and are responsible for the therapeutic effect of 70% of
small-molecule drugs (9).

As outlined above, selecting the best model organism to study a particular disease
or to validate a target involves that this model organism be able to develop the disease
with sufficient similarities to the human pathology under consideration. One approach for
this purpose is to take the set of gene products that are modulated by current drugs and to
compile the list of their orthologues in the referred model organisms. These proteins can
then be analyzed for their relative affinity to their associated drugs and these drugs
compared for suitability to the therapeutic indication in order to infer which therapeutic
areas are potentially best mimicked by which model organism. Overall, vertebrates (dog,
pig, rat, mouse and zebrafish) provide comparatively good coverage of human drug
targets; as would be expected from the larger evolutionary distance and differences in
anatomical systems, Drosophila melanogaster and Caenorhabditis elegans contain fewer
orthologues for human disease targets (9). For pathogen targets, it is often argued that the
absence of the corresponding protein in the host organism is an important prerequisite for
success, and searching for proteins specific of the pathogen is often applied in
bioinformatics filtering of potential targets, however, the task of identifying such suitable
targets is not easy, since there are a number of proteins that are also present in humans
(34).

Another challenge is how to assign targets to drugs reported to have broad
mechanistic effects. The quest for these attractive multitarget medicines is progressively
engaging the field of rational drug design (35) and should soon have a major role in
molecular therapies. This process is assisted by several databases and algorithms that
provide data on drug—target interactions with different scopes and foci. Among such
tools, one may quote (i) DrugBank (36) is the most widely used and maps drugs to



proteins, which have been reported to bind to them; (ii) SuperTarget (37) is a text-mining
compilation of direct and indirect drug targets; (iii) the Potential Drug Target Database
(http:// www.dddc.ac.cn/pdtd/) that gathers known and potential drug targets with
structures from the Protein Data Bank (PDB) (38), which allow the potential binding sites
prediction with the structure-based druggability search engine provided by EMBL-EBI
(https://www.ebi.ac.uk/chembl/drugebility); (iv) VisANT, a network platform integrating
genes, drugs, diseases, and therapies (39); (v) ChemProt, a disease chemical biology
database (40); (vi) DINIES, a web interface for drug— target interaction prediction (41);
(vii) VNP, a database used for visualizing the disease—target—drug interaction network
(42); etc.

Large-scale integration of genomic, proteomic, signaling and metabolomics data
allowed the construction of complex networks of interacting entities (proteins, small
molecules, DNA elements, disease features and symptoms, etc.) by modeling different
types of relationships (43), involving (i) physical protein-protein interactions (PPIs), (ii)
regulatory interactions, (iii) protein-ligand interactions, (iv) natural metabolites (44), or
(v) drugs (45). These networks are providing a new framework for understanding the
molecular basis of physiological or pathophysiological cell states. Because of the
emerging polypharmacology, it appeared that drug, target and disease spaces can be
correlated and that their interrelationships can be exploited for designing drugs or
cocktails, which can effectively target one or more disease states (17).

High throughput data generation has led to the development of hungry algorithms
able to process massive amounts of information. Uncountable methods are already
available and in development to retrieve targets and their ligands. These methods can be
classified in: (i) Ligand-based approach such as pharmacophore mapping, which uses
Quantitative Structure Activity Relationship (QSAR) to predict protein-ligand interaction
by comparing a new ligand to the known ligands of a target protein (46,47). A
pharmacophore can be identified by direct method (using receptor—ligand complexes) or
by indirect method (using only a collection of ligands that are known to interact with a
given receptor. The pharmacophore is then used as an abstraction of any ligand matching
the target’s docking side to screen large in silico compound datasets. The receptor-based
approach for pharmacophore generation involves the mapping of physico-chemical
features at the active site and their spatial relationships; an active representation of this
map is then used to construct the pharmacophore model. The method takes 3D target
structure as an input and a set of ligands with known activity to generate an inferaction
map that is a complement of the target’s docking site. This approach is based on the
assumption that the selected pharmacophore is representative for the observed activity
(48). (i1) Target-based approach involving docking simulation and relying on the 3D
structure of proteins to predict protein-ligand interaction (49). A more recent option is to
screen drug target proteins based on primary sequence information using machines
learning methods. This process inherently suffers from overfitting (50) because the
training datasets have two classes. One class is called the positive dataset, which is
supposed to be made of true positives, and the other is called the negative dataset, which
is supposed to be made of through negatives. The accuracy and completeness of the
predictions are limited by the inability to be sure that proteins in the negative dataset are
indeed true negative proteins (51). However, levels of accuracy and sensitivity as high as
>90% were recently reached by Li et al. (2017) (52) with such machine learning methods.
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(ii1) Text mining that is based on keyword searching in literatures (53), but the synonymy
in the name of the genes or compounds in the literatures is a major concern of this
approach (54).

The integration of receptor- and ligand-based approaches through machine learning
methods has let to network pharmacology, which is dedicated to the investigation of the
complexity of polypharmacology (55). Other networks with a higher level of integration
are also emerging following the same trend with, for instance, network medicine (56),
diseases network (57), etc. Network pharmacology has also revealed significant
correlations between drug structure similarity, target sequence similarity, and the drug—
target interaction network topology, which may be used to predict unknown drug— target
interaction networks from chemical structure and genomic sequence information
simultaneously and on a large scale. This formalization of the drug—target interaction
inference as a supervised learning problem for a bipartite graph enables the unification of
the chemical and genomic in one spaces called the pharmacological space (58).

The combination of high-throughput experimental projects for analyzing the
genome, transcriptome and proteome has allowed a better understanding of the genomic
spaces populated by targets of different protein classes. In parallel, the high-throughput
screening of large-scale chemical compound libraries with various biological assays
enabled the exploration of the chemical space for potential drugs (59—61). The aim of
chemical genomics is to relate the chemical space with the genomic one in order to
identify potentially useful compounds. Actually, the number of compounds with
information on their target protein is still limited, which implies that many potential
interactions between chemical and genomic spaces remain to be discovered.

Effective in silico prediction methods are being developed to assist bench
experimentation for the identification of compound-protein interactions or potential
drug—target interactions that remains time consuming, costly and challenging (58).
Network mining is a component of quantitative systems pharmacology that aimed at
modeling the efficacy prediction of drugs addressing known or novel targets on clinical
endpoints and biomarkers. Ideally, quantitative systems pharmacology is combined with
disease models in a way that certain specific hypothesis are generated that can
subsequently be assessed in experimental animals and finally be fed back into the in
silico model to potentially refine the hypothesis (15).

Since network descriptions often lack the molecular details necessary to understand
how the different molecular processes function, a last development has been to connect
high-resolution 3D structures information in order to provide chemical means to
modulate such complex systems. Actually, it has been demonstrated that a 3D model
template is available for almost all of the known interactions for which there is a structure
for the two monomers (62). Thus, Duran-Frigola et al., (2013) (63) combined domain-
domain structural templates with a high-confidence human interactome, which allowed
the rationalization of disease mutations and provide hypotheses explaining their effects at
molecular level. The Interactome3D (http://interactome3d.irbbarcelona.org) is a resource
built by these authors that provides over 12,000 protein-protein interactions (PPI) in
various model organisms with structural details at atomic resolution.

As just pointed out, it is important to understand how mutations translate into the
3D structure of gene products and their consequences for drug binding because of
perturbation of the binding side leading to an alteration in the treatment response.



Resources that map mutations on drug targets (64) and drug-metabolizing enzymes (65),
or in a proteome-wide scale, are now emerging to include this information in the rational
design of personalized therapies. Genetic variation may also cause changes in the
topology of cellular networks by changing protein expression or by affecting interactions
in molecular networks.

The druggability of a protein target is its ability to be modulated by a high affinity
small molecule. There are strong evolutionary arguments why proteins have evolved
molecular recognition capabilities to avoid unwanted functional disruption in the vast sea
of small molecule metabolites in which they exist. Current estimates, from analysis of the
pharmaceutical industry screening data, suggest that only approximately 15% of proteins
expressed by an organism’s genome have any inferred evidence of being potentially
modulated by drug-like compounds. Additionally druggability is an attribute that is likely
to be independent of lethality. Many genome-scale comprehensive knockout studies in
model organisms have consistently identified around 19% of genes to be individually
essential. Thus targets that are both lethal and druggable represent an intersection of less
than 3% of the proteins expressed in a genome, assuming lethality and druggability are
not correlated factors (10).

Here, it is important to emphasize that signal networks differ from metabolic
networks by the fact that the interacting protein interfaces in PPI are difficult targets as
they are usually large and flat, and often lack the cavities present at the surface of small-
molecule protein receptors or enzymes (66). However, significant progresses were made
in the past years (67), but there is still a need for using the knowledge of successful cases
to better rationalize the chemical space (68). For instance, Koes and Camacho (2012)
(69) recently developed a strategy that explores the properties of PPI interfaces to
discover promising starting points for small-molecule design and several algorithms were
introduced to predict PPI hot-spots (70).

3. Enzymes as targets

Enzymes are biological catalysts able to work under mild conditions of temperature
and pressure that accelerate chemical reactions making them compatible with life. (71).
They hold a preeminent position among protein targets because of the essentiality of their
activity in many disease processes, and because the structural determinants of enzyme
catalysis is suitable to inhibition by small drug-like molecules. Not surprisingly, enzyme
inhibitors represent almost half the drugs in clinical use today (72). Actually, inhibitors
of enzyme reactions are among the most potent and effective drugs known when their
mode of action is based on competition with the original enzyme substrate (73).

Target selectivity is generally considered an important attribute for the avoidance of
off-target-based toxicities (74). In preclinical compound evaluation, selectivity is most
commonly measured as the ratio of drug affinity for binding to a collateral protein (oftf-
target) to that for the target of interest (on-target) (75).

In 2002 newly launched drugs reached almost half (47%) of the drugs approved by
FDA were enzymes inhibitors (76). Since that time, this proportion has diminished
drastically with 70% of approved drugs in 2012 being small molecule inhibitors from
which only 3% were directed toward enzymes (77).

The attractiveness of enzymes as drug targets resulted not only from the essentiality
of their catalytic activity, but also from their suitability for inhibition by small molecular



weight drug-like molecules (druggability). The fact that a protein contains a druggable
binding pocket does not necessarily implies that it is a good target for drug discovery;
there must be some expectation that the protein plays some pathogenic role in the disease
under consideration so that its inhibition will lead to a disease modification. Further the
binding pocket engaged by the drug must be critical to the biological activity of the
molecular target, such that interactions between the drug and the target’s binding pocket
lead to an attenuation of biological activity. The active sites of enzymes are usually
located in surface clefts and crevices. This substrate-target interaction effectively
excludes bulk solvent (water), which would otherwise reduce the catalytic activity of the
enzyme. In other words, the substrate molecule is desolvated upon binding. Solvation by
water is replaced by specific interactions with the protein depending on the atom
arrangement in the enzyme active site, which in some way complements the structure of
the substrate molecule. The inhibitor binds to the enzyme with or without competition
with the substrates, but in any case leading it to decrease its catalytic activity (72).

Many proteins are potential targets for drug interventions that control human
diseases. The most recent number of drug targets was estimated to be in the hundreds,
based on an analysis made before 2007 (78). However, the number of druggable proteins
is substantially greater according to the DrugBank database Web site
(http://www.drugbank.ca/). The current version of this database (5.0) contains 8,206 drug
entries that are linked to 4,333 nonredundant (nr) protein sequences (ie, drug
target/enzyme/transporter/carrier).

The lack of progress, small number of drugs available in the antiparasitic class (9)
and the relative toxicity of the existing ones is a motivation to explore the opportunities
raised by post-genomic strategies to boost pharmaceutical research in that area.

The major categories of drug targets include enzymes, G-coupled protein receptors
(GPCRs), nuclear hormone receptors, transporters, ion channels, and nucleic acids.
Except for nucleic acids, all these targets elicit biological functions through ligand
binding. Enzymes, however, are catalysts that make and break covalent chemical bonds,
and nature has optimized enzymes for chemical transformations rather than ligand
binding. This makes enzyme drug targets different, and offers opportunities for drug
design that take advantage of catalysis rather than binding (73). Among target enzymes,
kinases and proteases are deserving attention from pharmaceutical industry at moment
because of their involvement in (i) signaling cascade (79) and (ii) multiple biological
processes in all living organisms (80), respectively.

Kinases, also known as Phosphotransferases, are the most intensively studied
protein drug target category in current pharmacological research, as evidenced by the vast
number of kinase-targeting agents enrolled in active clinical trials (81). Kinase activity
plays a key role in many cellular processes, such as cell cycle progression, apoptosis,
differentiation and signal transduction (82). Eukaryotic protein kinases are related by a
homologous catalytic domain of approximately 250-300 amino acids (83) and can be
grouped into the serine/threonine and tyrosine kinases, which are responsible for
phosphorylating the hydroxyl oxygen of their respective amino acids. Due to the pivotal
role of kinases in the regulation of many cellular processes, aberrant kinase activity has
been associated with a variety of diseases and the majority of human cancers (84).
Aberrant kinase activity is implicated in a variety of human diseases, in particular those



involving inflammatory or proliferative responses, such as cancer, rheumatoid arthritis,
cardiovascular and neurological disorders, asthma and psoriasis (85).

Proteases are encoded by more than 550 human genes (86—88) that regulate growth
factors, cytokines, chemokines and cellular receptors, through activation and inactivation
leading to downstream intracellular signaling and gene regulation (89). They have an
important role in many signalling pathways, and represent potential drug targets for
diseases ranging from cardiovascular disorders to cancer, as well as for combating many
parasites and viruses (90).

Up-regulation of proteolysis is commonly associated with different types of cancer
and is linked to tumor metastasis, invasion and growth (91). Dysregulated proteolysis is
also a feature of various inflammatory and other, diseases.

4. System biology to predict protein targets in infectious diseases

As pointed out by Fauci and Morens (2012) (92) great pandemics and local
epidemics alike have influenced the course of wars, determined the fates of nations and
empires, and affected the progress of civilization, making infections compelling actors in
the drama of human history’. Today, thanks to scientific achievements, pandemics are
under control, however, in developed countries, pathogens are evolving toward the
acquisition of antimicrobial resistance mainly because of the overuse of antibiotics in
animals (92). The increasing rate of emerging and re-emerging pathogens is being
observed as a consequence of the global circulation of populations from different eco-
climatic conditions as well as climatic changes (93). As a matter of fact, emerging and
neglected infectious diseases disproportionately afflict the poorest members of the global
society. The World Health Organisation (WHO) estimated that one in six of the world’s
population suffers from one or more neglected infectious diseases, such as
onchocerciasis, trypanosomiasis, lymphatic filariasis, schistosomiasis, soil-transmitted
helminthiasis, blinding trachoma, malaria, tuberculosis and human immunodeficiency
virus. Contagious diseases account for 50% of diseases in the developing countries,
which represent 4.8 billion people and 80% of the world population (10). Thus, high
productivity discovery systems that can be applied to a large number of pathogens are
needed. The growing availability of parasite genome data provides the basis for the
analysis of the pharmacological landscape of an infectious disease. However, infectious
disease informatics is necessary for the rapid generation of plausible, novel medical
hypotheses of testable pharmacological experiments (10).

The introduction of high-throughput sequencing or next generation sequencing
(NGS) has revolutionized the ability to detect novel infectious agents whose genomic
sequences are completely unknown or are present in extremely low numbers (94) . NGS
holds the promise of identifying all potential pathogens in a single assay by comparing
reads of sufficiently size to sequences of microbial genomes stored in well-annotated
reference databases. Despite the deep sequence coverage of NGS, only a small fraction of
short reads in clinical metagenomic samples may match pathogen sequences and such
sparse reads often do not overlap sufficiently to enable de novo assembly into longer
contiguous sequences, also called contigs (95). However, gene panels (96) now exist for
pathogens and may be more appropriated to recover rare sequences by Ampliseq.



The most widely used approach of sample annotation in case of whole sample
sequencing is to computational subtract read contigs with the host genome sequence (e.g.,
human), followed by alignment to reference databases that contain sequences from
candidate pathogens using the BLAST (97), or some other algorithm. Another faster
strategy that may be used is to detect the coding frame of read contigs using codon bias,
which is independent of the codon usage (98), and translate them into protein sequences
prior to perform a BLASTp (99) or a SparkBLAST (100).

In addition, NGS and computational biology facilitate the identification of host
factors that predispose or affect the response to disease. Therefore, therapies can now be
tailored according to the genetic makeup of the host and the characteristics of the microbe
responsible for disease. For example, genome-wide association studies (GWAS) enabled
scientists to identify human subpopulations that have genetic variants associated with
different patterns of disease progression. However, a limitation of this technique is the
huge sample size necessary for statistical validation of rare mutations (94).

Pathogens must overcome host defenses and then reproduce in order to propagate,
pathogen proteins interact with host proteins to either suppress or hijack the normal host
protein functions. Identification of these PPIs is not only critical for understanding the
biology of infection, but can also point to novel targets in treatments against human
pathogens (101).

Thus, comparative signaling network investigations have also been conducted in
host-parasite system and seem to be more productive in potential protein targets than
enzyme based targets in terms of numbers. An example of this is the comparison of PPI
in humans and Leishmania major that provided ~140 targets that are specific to the
protozoan parasite (102).

In order to maximize the benefit to patients of therapies against infection agents,
drugs should be as much as possible on-target for the infectious agents. Thus, pathogens’
protein target should be (i) specific, that is, the selected target should be ideally absent
from the human host because its presence could promote toxic effects from the treatment;
and (ii) essential for the survival of the parasite (103,104). Thus, a drug that is able to
inactivate a specific protein/enzyme of a pathogen is probably safe for its host. By
contrast, a drug able to inactivate a protein/enzyme that is present in both the pathogen
and the host may cause toxic effects on the host. This trivial observation leads to the
concept of target specificity. One may distinguish several type of specificities in protein
targets in a comparison between a parasite and its host (i) strict specificity when the
function associated to the protein is found in the parasite, but not in its host. As a
consequence, an on-target drug for that target is expected to have only few or no side
effect for the host; (i1) functional specificity, when paralogous proteins exist in both the
parasite and its host, but associated to different functions. Since both proteins are
homologous, but with 3D structure optimized to interact with different substrates, a
certain level of drug specificity is expected. However, the same is also true for expected
collateral effects to the host since a drug could interact, even if with a different rate, with
the other member of the homologous pair (34); and (iii) analogy, when two proteins do
have the same function, but resulted from convergent evolution. Analogy is often
associated to different 3D structures and may offer physico-chemical specificity suitable
for drug development (105).
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These concept were used to search for specific and analogous enzymes in several
host-parasites systems (106) and automated in a pipeline called AnEnPi
(http://anenpi.fiocruz.br/). Based on the interesting source of target represented by
analogous enzymes a pan-genomic investigation has been carried out in humans (107).
Similar pipeline were produced independently for human vs. Escherichia coli host-
parasite relationship (108). On a higher level of integration, several multi-omic
approaches have integrated proteomics and metabolomics to obtain a systems-level
understanding of metabolic pathway regulation upon infection (109,110). In these studies,
the integration of protein to metabolic pathways was used to identify specific proteins
that may be targeted by pathogens to cause metabolic alterations. By analyzing network
topology, one can identify functional relations between nodes in the network and key
regulators of a system. In an early example of multi-omic network analysis during
infection, proteomic and lipidomics data during HCV infection were used to generate a
network relating proteins and lipids through abundance correlations (111). As novel
omics methods continue to be developed, their integration with other omics approaches
will provide additional levels of information that could benefit pathogenic research.

5. Protein network

Because the number of interactions of a single protein with its neighbors may varies
from one or two to dozens, a common strategy of network representation is graphs where
topological features become evident at a glance. These features may, for instance, be
connection hubs or cliques, modules and other regulatory motives (112).

PPIs have a key role in regulating many biological processes in metabolic,
regulatory, and signaling pathways. The dysfunction of these pathways may lead to
cellular diseases such as cancer and neurological disorders. Thus, network-based
approaches have gained importance in drug R&D because they enable to investigate
diseases as complex systems. Disease phenotypes reflect pathobiological processes that
interact in a complex network (56). The high interconnectivity in disease-associated
networks suggests that it is better to target entire pathways rather than single proteins,
which has promote the raise polypharmacological approaches (113).

When inside cells, proteins typically do not function in their native state alone, but
rather by interacting in concert with other proteins and metabolites, generating a high
dimensional network with a complicated structure, which justify system biology to
identify essential protein targets for drug or vaccine development (102).

A PPI network involves nodes that correspond to proteins and edges, which denote
interactions among proteins. High-throughput technologies allow rapid identification of
PPIs and their networks (114).

PPI networks are generally considered to be scale free, and such networks typically
have a few hubs (nodes with high connection degree). The hubs play a central role in a
network by connecting several nodes together; thus, the inactivation of their
corresponding protein, in theory, may disrupt a number of essential pathways and
disarticulated a large part of the signaling network. As a result, hubs may be considered
for further evaluation for being potential drug targets (115).

Nodes with high betweenness centrality could be considered as initial candidates as
drug targets. Betweenness centrality characterizes the degree of influence a protein has in
communicating between protein pairs and is defined as the fraction of shortest paths
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going through a given node. (116). One can also employ flux balance analysis (FBA) of
metabolic networks to find critical genes involved in the maintenance of a pathological
metabolism or organism that could serve as drug targets (117).

Investigations carried out with experimental PPI networks of yeast and
Caenorhabditis elegans have confirmed the effectiveness of topological metrics in
predicting protein essentiality and demonstrated strong correlation between inferences
and knockout or knockdown data (118,119). A single network covering all the genes of an
organism may guide predictions at the level of individual cells or even tissues.

In yeast, Jeong et al., (2001) (118) showed the phenotypic consequence of a single
gene deletion that resulted in extensive topological alterations in the complex
hierarchical web of molecular interactions in a PPI network (118).

Protein connectivity in the signaling network of C. elegans was demonstrated to be
a parameter of essentiality that is evolutionarily conserved and it has allowed the
prediction of which genes are important for the majority of systematically tested
phenotypes in this worm (119).

6. Metabolic networks

Advances in post-genomic era opened the door for understanding physiology from
the outcome of biologically plausible constraints imposed on metabolic reaction fluxes at
the molecular level. In particular, genome-scale reconstruction of metabolic networks
provided valuable tools for assessing organism-wide changes resulting from point
modifications of metabolic reaction fluxes both at gene and post-transcriptional levels
(120).

Reconstruction of genome-scale metabolic networks containing all of the known
metabolic reactions in an organism and the genes encoding each enzyme is now possible
(121,122). In particular, constraint-based methods like FBA enable the prediction of
phenotypic traits like optimal growth rate from the maximization of an objective function
written in terms of reaction fluxes, and biologically plausible constraints (123). The most
general constraint underlying FBA is mass-balance or stationarity of metabolite
concentrations inside the cell, which is observed when a bacterial population doubles at
regular intervals (124) and the concentration of each intracellular metabolite remains
constant in time through the balance between production and consumption rates.

Cell duplication can be abstracted as the accumulation of biomass precursors in
relative amounts determined by experimental assays (125). A pseudo-reaction defining
growth can be added to the reconstruction as a pseudo-reaction with biomass precursor
metabolites as substrates, each with (a metabolite consumption is scored as a negative
value) its relative cellular amount as stoichiometric index. The flux of this reaction, [,
can be interpreted as the growth rate and arguments based on evolution and adaptation
suggest that, under favorable conditions, cells should maximize growth rates (126). Thus,
reaction rates in this organism should satisfy the FBA conditions determined by formula
l:

MAX f, (1)

Given formula 2:

N
Z Sij f ]:0 for all metabolites i, (2)
j=1
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where f; is the flux of reaction j and S; the stoichiometry of the metabolite i (with a
negative or positive value if the metabolite is the substrate or product of a reaction,
respectively and scored as zero if not present) in the reaction j. All reactions have upper
bounds with some of which that can be experimentally determined or computationally
predicted. In practice, metabolic fluxes are limited on their positive side, i.e., metabolite
production, and reversible reactions are split in two parts according to the rate of
conversion from substrate to product and vice versa.

FBA is a powerful tool for the prediction of essential reactions or essential genes
from an organism. By essential, we mean here that the inactivation of the referred
reaction or gene will break biomass production and growth rate of the modeled organism.
Actually, FBA states that a gene is essential if it is constraining fluxes of associated
reaction(s) to zero, which leads to a zero biomass production, i.e., MAX [,=0 (see 1),
in the above definition (127-129). This statement has the corollary that critical genes can
be search in a given organism in comparison to another, which is what one would expect
of a molecular target in a host-parasite relationship. However, in order to be able to
consider the target as potentially suitable (lead candidate), it must bear some grade of
specificity of the parasite compared to its host (see discussion above). This second
requirement is needed to reduce as much as possible on-target toxicity on the host. Of
course, the referred specificity does not eliminate toxicity sources from off-target noxious
effect on the host, but this is an issue that must be evaluated by rational drug design in
relation to the parasite target. New strategies for protein targeting are now available and
are commonly grouped in the category of biopharmaceuticals (RNAi, peptides,
antibodies, etc). However, the suitability of these molecules must be analyzed case by
case because they may eventually fail to reach their intracellular target by being unable to
cross the outer layer of the targeted cell. Among the promising techniques, one may cite
gene-silencing or post-transcriptional gene regulation by RNA interference (130), where
interception and degradation of mRNA is induced by synthetic double-stranded RNA
molecules (dsRNA) homologous to the target gene. Thus, in order to be considered an
efficient drug, the engineered dsRNA molecules must (i) target essential genes from the
pathogen, (ii) share little or no homology with the host’s genes, and (iii) be able to reach
its molecular target.

With the large number of entirely sequenced organisms and genome-scale
reconstruction of metabolic networks, it is now possible to put host-pathogen interactions
in a metabolic network perspective to predict possible organism-wide metabolic changes
resulting from the underlying molecular interactions (131). We propose the combination
of FBA methodology to find essential genes with similarity tests to determine which
genes are specific to a pathogen. Genes which are good targets for RNA interference or
any other means of molecular target inactivation (small molecule inhibitors, peptides,
haptamers, antibodies) are those that are (i) critical for biomass production, in the FBA
sense and (ii) specific to the pathogen's genome, found with distance measures like
BLAST's e-value and score.

7. Conclusion
Information systems that could automatically search for associations between
proteins, compounds and diseases are not any more a ridiculous dream. On one hand,
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data are accumulating on diseases parameters such as (i) protein targets effectively
druggable, (ii) group of genes or of gene products that are key in the management of a
disease, (iii) profiling on individual metabolic response to drug, (iv) off-target action of
drugs and their noxious collateral effect, (v) mutation frequencies in key genes of humans
and parasites, and on the other hand, system biology is extends its analytical and
processing tool box through the development of (i) high throughput methodologies of
molecular characterization, such as cheap DNA or RNA sequencing, proteome mass
spectrometry, metabolome mass spectrometry, metabolome mass spectrometry, magnetic
nuclear resonance (MNR) and (ii) of automated treatments through the algorithms of
bioinformatics and computational biology in the context of omics and artificial
intelligence, such as machine learning, probabilistic models (Bayesian and Markovian),
Boolean models, kinetic modeling through nonlinear differential equation, etc. The
integration of these technologies forms the core of the system biology solution to the
problem of human disease and illustrates the path that humanity is taking toward a
molecular approach of precision medicine with maximum reduction of collateral effects
to patients.

Essentiality and synthetic lethality (when a combination of deficiencies in the
expression of two or more genes leads to cell death) can be addressed by
polypharmacology to beat biochemical network wiring and dynamic rewiring (promoting
escaping or compensating pathways) in pathogens as well as in cell diseases such as
cancer. Druggability and selectivity are physico-chemical concepts while efficacy
dependents on the holistic functioning of the host-pathogen system, i.e., it extends across
essential genes, synthetically lethal gene combinations, virulence factors, and other
factors. To achieve the desired lethal or static effect, different degrees of inhibition may
be required, which implies the necessity of tuning the type of therapeutic agents used as
well as their combination and dosage.

If system biology is promising, it is also true that the labor to reach the dream
outlined above is huge and has ultimately to go through clinical phase approval to be
transformed in translational action. Clinical trial step is an integral part of the feedback
loop in which system biology (hypotheses generation) and bench experimentation (pre-
clinical validation) is engaged. The reproducibility in that experimentation cycle is an
essential element that goes through what is called good laboratory practice, and formed
by rules of conduct to respect to safely reach a given purpose. The rules form themselves
through the learning curve with recommendations for NGS (132) that we give, here, as an
example.
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