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ANALISE in silico DE SEQUENCIAS DO GENE DE RESISTENCIA ERG 11 DO
FUNGO Candida auris

Phederic Brendel Ramalho de Souza®; Jennifer Figueiredo da Silva Oliveira?.
RESUMO

O presente estudo realizou uma analise in silico de sequéncias do gene de resisténcia ERG11
da espécie C. auris disponiveis em bancos de dados publicos, inferindo-se sobre estrutura,
funcdo e evolucgédo desse gene dentro dessa espécie. Para isso, sequéncia de aminoacido de
referéncia do gene ERG 11 foi obtida no banco de dados Uniprot no formato FASTA. A
sequéncia referéncia foi utilizada no software BLASTn e foram selecionadas sequéncias
homologas candidatas com diferentes valores de E-value. Todas as sequéncias obtidas foram
traduzidas usando o software ORFfinder, com traducdo empregada no software CD-Search
para a pesquisa por dominios conservados. Novo alinhamento foi realizado no MEGA7, e 0
arquivo no formato FASTA permitiu a construcdo de dendrogramas utilizando o método de
Neighbor Joning com teste de filogenia Booststrap. A sequéncia referéncia foi utilizada para
gerar um modelo tedrico predito em estrutura 3D, empregando-se o software SWISS-
MODELL. A qualidade do modelo foi validada utilizando os softwares ProSA-web e
RAMPAGE-Assesssment of the Ramachandran Plot. A localizacéo celular das proteinas foi
dada através do programa Cell-ploc 2.0. Foram selecionadas 20 sequencias homdlogas com
diferentes valores de e-value e através do CD-Search foi observada a presenca do dominio
citocromo P450. Os filogramas exibiram gque o gene apresenta expressiva variabilidade
genética e a proteina apresentou bom modelo teérico predito validado. O estudo mostra de
forma mais acurada a importancia desse gene dentro do genoma desse fungo, o qual apresenta
uma capacidade de sofrer mutacdes em presenca de farmacos da classe azol ou gerar uma
superexpressdo do gene e favorecer uma alta resisténcia as leveduras do género Candida spp..

Palavras-chaves: Bancos de dados. Bioinformatica. Fungos. Genoma.

in silico ANALYSIS OF SEQUENCES OF THE ERG11 RESISTANCE GENE OF THE
FUNG Candida auris

ABSTRACT

The present study carried out an in silico analysis of sequences of the ERG11 resistance gene
of the species C. auris available in public databases, inferred about the structure, function and
evolution of this gene within this species. For this, the ERG 11 gene reference nucleotide
sequence was obtained from the NCBI database in FASTA format. The reference sequence was
used in the BLASTn software and candidate homologous sequences with different E-value
values were selected. All sequences obtained were translated using the ORFfinder software,
with translation used in the CD-Search software to search for conserved domains. A new
alignment was performed at MEGA7, and the file in FASTA format allowed the construction
of dendrograms using the Neighbor Joning method with the Booststrap phylogeny test. The
reference sequence was used to generate a theoretical model predicted in 3D structure, using
the SWISS-MODELL software. The quality of the model was validated using the software
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ProSA-web and RAMPAGE-Assesssment of the Ramachandran Plot. The cellular location of
the proteins was determined using the program Cell-ploc 2.0. Twenty homologous sequences
were selected with different e-value values and through the CD-Search the presence of the
cytochrome P450 domain was observed. The filograms showed that the gene has significant
genetic variability and the protein presented a good validated predicted theoretical model. The
study shows more accurately the importance of this gene within the genome of this fungus,
which has the capacity to mutate in the presence of azole drugs or generate overexpression of
the gene and favor a high resistance to yeasts of the genus Candida spp. .

Key-words: Bioinformatics. Databases. Genome. Fungi.

1 INTRODUCAO

Candida auris foi isolada pela primeira vez em 2009 do canal auditivo externo de um
paciente no Japdo, com uma sequéncia de DNA ribossémico (rDNA) e analises bioquimicas
indicando a identificacdo de uma nova espécie de candida. A nova espécie foi relatada no
mesmo ano em pacientes com otite média cronica na Coreia do Sul. Na maioria dos isolados
encontrados na Coreia do Sul o patdgeno apresentou resisténcia a maltiplas drogas, (KIM et al.,
2009).

A C. auris pode exibir varios fenotipos morfolégicos sob diferentes condi¢bes de
cultura, incluindo formas arredondadas a ovoides, alongadas e pseudo-hifas (BORMAN et al,
2016). Varios estudos apresentaram os principais fatores de viruléncia de C. auris, como a
aderéncia, formacao de biofilme, producéo de fosfolipase e de proteinases, os quais contribuem
para patogenicidade da espécie e resisténcia aos antimicrobianos (CHATTERJEE et al., 2015;
BORMAN, SZEKELY, JOHNSON, 2016; KUMAR et al., 2015)

O perfil de multirresisténcia aos antifingicos tornou o surgimento de C. auris muito
alarmante, fazendo-se necessaria a implementacdo de medidas severas para o controle e
prevencdo das infeccdes (SCHELENZ et al., 2016).

Por sua caracteristica de multiresisténcia a antifungicos, Candida auris apresenta
grande ameaca para a saude global, podendo ser fatal a pacientes acometidos, estando
relacionada principalmente a surtos hospitalares devido a sua capacidade de se disseminar
consideravelmente em ambiente hospitalar. Sabe-se que esses fungos apresentam em seu
genoma genes com grande importancia biologica, que codificam enzimas, que exercem funcoes
que merecem atencdo, a exemplo do gene ERG11, o qual confere resisténcia a antiflngicos para
a C. auris.

Os mecanismos de resisténcia a antifungicos em C. auris tém estado relacionados a
alteracOes na enzima 14a-demetilase codificada pelo gene ERG 11 (LOCKHART et al., 2017)



, ssa enzima é de extrema importancia para a sintese do ergosterol, substancia essencial para
manter o equilibrio e a funcionalidade da membrana plasmética dos fungos. Sendo assim, a
enzima 14a-demetilase também € alvo farmacoldgico de antifingicos da classe dos azdis, de
modo que a inibicdo de sua atividade resulta na diminuicéo do ergosterol, e também o acimulo
de seu antecessor, o lanosterol, que é precursor de componentes intermediérios toxicos (FENG
etal., 2010).

Foram avaliadas sequéncias do gene ERG11 em um grupo de 54 isolados de C. auris
gue mostraram ocorréncia de mutacdes similares as encontradas em C. albicans, que lhes
conferem resisténcia ao fluconazol. Essas mutagcbes no gene ERG11 foram fortemente
associadas a clados geograficos (F126T em Africa do Sul, Y132F na Venezuela e Y132F ou
K143R na india / Paquistdo) (LOCKHART et al., 2017).

Diante da importancia bioldgica do gene ERG11, e sabendo-se da disponibilidade de
sequéncias desses genes em bancos de dados publicos, realizar um estudo aprofundado desse
gene é de extrema relevancia, podendo-se langar méo do uso das ferramentas de bioinformatica
para varias inferéncias sobre o gene, uma vez que os algoritmos criados utilizam técnicas
matematicas, computacionais e biologicas que permitem comparar sequéncias, caracterizar
relagbes evolutivas e avaliar a estrutura do gene (GARNACHO-MONTERO et al., 2010;
VERLLI, 2014).

Com isso, o0 presente trabalho teve como objetivo realizar a andlise in silico de
sequéncias do gene de resisténcia ERG11 do género Candida spp. disponiveis em bancos de
dados publicos, buscando-se inferir sobre estrutura, funcédo e evolucao desse gene dentro desse

género.

2 MATERIAL E METODOS

A sequéncia referéncia para esse estudo, contendo o gene 14-alpha demethylase (ERG

11) foi obtida no banco de dados Uniprot (https://www.uniprot.org/), no formato FASTA.

Em seguida foi realizado uma busca de regides de similaridade entre as sequéncias
nuleotidicas  através do BLASTn e selecionadas sequéncias homoélogas candidatas com
diferentes valores de E-value (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Todas as sequéncias nucleotidicas foram traduzidas usando o programa
ORFfinder(Open Reading Frame Finder), considerando a melhor ORF dada pelo software
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) (TATUSOV; TATUSQV, 2009).


https://www.uniprot.org/

Para a pesquisa por dominios conservados, as sequéncias traduzidas foram analisadas
no software CD-Search, podendo-se inferir sobre a presenca e integridade do dominio
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).

Novo alinhamento foi realizado através do MEGA7 (KUMAR et al., 2016), sendo
necessario cortar as extremidades das sequéncias. O arquivo FASTA desse alinhamento
permitiu a construcdo de dendrogramas usando método de Neighbor Joining com teste de
filogenia Bootstrap (1000 repeticdes). As arvores geradas pelo programa foram visualizadas
em formato PDF.

A sequéncia referéncia desse estudo foi utilizada para gerar um modelo tedrico predito
em estrutura 3D, empregando-se 0 software SWISS-MODELL
(https://swissmodel.expasy.org/) (BIASINI et al., 2014). A qualidade do modelo foi validada
utilizando os softwares ProSA-web (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) (Sippl
MJ, 1993; Wiederstein e Sippl, 2007) e RAMPAGE-Assessment of the Ramachandran Plot
(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php).

A localizacdo celular das proteinas foi dada através do software Cell-ploc 2.0 (CHOU;
SHEN, 2010).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse estudo, foi utilizada como sequéncia referéncia (ID: Uniprot - AOA2H4QC40) a
regido do genoma de Candida auris, contendo o gene ERG11, que tem a configuracdo de
codificar a enzima conhecida como 14 a-demetilase (Erg11p).

A sequéncia referéncia foi empregada num BLASTN, possibilitando a sele¢do de 20
sequéncias homdlogas candidatas com diferentes valores de E-value, sendo 10 da mesma

espécie e 10 do mesmo género do fungo (Tabela 1).

Tabela 1: Relagdo de sequéncias contendo o gene ERG11 e seus respectivos valores de
qualidade obtidos no tBLASTn



Max = Total | Query E Per

Lozt Score Score Cover walue Ident grcesses
[Candida] auris isolate AR0389 ERG11 (14-alpha-demethylase) gens,_complete cds 1091 1091 100% 0.0 99.61% MK294635.1
[Candida) auris strain M53054 lanosterol 14-alpha demethylase (ERG11) gene. complete cds 1091 1091 100% 0.0 99.81% Ky410388.1
[Candida] auris isolate EC14808 14-alpha-demethylase (ERG11) gene. complete cds 1080 1090 100% 00 99.62% MK308850 1
[Candida] auris isolate AR0387 ERG11 (14-alpha-demethylase) gene, complete cds 1090 1090 100% 0.0 99.62% MK294633 1
[Candida] auris isolate AR0382 ERG11 (14-alpha-demethylase) gens,_complete cds 1090 1090 100% 0.0 99.62% MK294625 1
[Candida] auris isolate AR0381 ERG11 (14-alpha-demethylase) gene, complete cds 1090 1090 100% 0.0 9962% MK294627 1
[Candida] auris isolate ERG11C14317 14-alpha-demethylase (ERG11) gene, complete cds 1090 1090 100% 0.0 99.62% MK294626 1
[Candida] auris isolate ERG11C7591 14-alpha-demethylase (ERG11) gene, complete cds 1090 1090 100% 0.0 9962% MK294625 1
[Candida] auris isolate ERG11C7374 14-alpha-demethylase (ERG11) gene, complete cds 1090 1090 100% 0.0 99.62% MK294624 1
[Candida] auris isolate C158 14-alpha-demethylase (ERG11) gene, complete cds 1090 1090 100% 0.0 9962% MK294623 1

[Candida] pseudohaemulonii hypothetical protein (C7TM61_004938),_partial mRNA 1022 1022 100% 0.0 50.84% XM_024860251 1

[Candida] haemulonis lanosterol 14-alpha deme XQ85_003088), partial mRNA 1020 1020 100% 0.0 91.03% XM_025466744 1

[Candida] ducbushasmulonis uncharacterized protein (CXQ87_003531), partial mRNA 1016 1016 100% 0.0 89.89% XM_025462007 1

Debaryomyces fabryi Lanosterol 14-alpha demethylase (AC631_01138), partial mRNA 850 850 99% 0.0 7533% XM_015609968.1
dida orthopsilosis strain Rome?24 lanosterol 14-alpha-demeth 11).0ene,_complete cds 820 820 99% 00 T7266% MGHE4841.1

905 905  99% 0.0 80.73% EU9194441

Clavispora lusitaniae ATCC 42720 hypothetical protein, mRNA 904 904 99% 0.0 8053% XM_002614870.1
Candida oregonensis strain ChDrAdg¥58 CYP51F1 (CYP51F1) gene, complete cds 866 866 99% 0.0 76.34% KUB96337.1
D yces hansenii CBS767 DEHA2E19272p (DEHA2E19272¢), partial mRNA 883 883 9%% 0.0 7495% XM_4601431

Clavispora lusitaniae ATCC 42720 hypaothetical protein,_mRNA 850 850 93% 0.0 80.783% XM_002614871.1

Frames de traducdo de todas as sequéncias nucleotidicas foram obtidos empregando a
ferramenta ORF finder — NCBI, sendo utilizada a melhor ORF considerada pelo software para
cada sequéncia.

Foi observada a presenca do dominio citocromo P450(enzima lanosterol desmetilase)
em 19 das sequéncias de aminoacidos obtidas e 1 ndo teve dominio conservado identificado,
utilizando a ferramenta CD-Search - NCBI (Figura 1). O ERG11P é uma enzima do citocromo
P450 codificada pelo gene ERG11 (SONG ET AL, 2004). Esta enzima tem a capacidade de
transformar o lanosterol em ergosterol que catalisa a remocao oxidativa do grupo 14ametil do
lanosterol. O esterol 14-ademetilase contém uma por¢do heme em seu sitio ativo. O nitrogénio
desimpedido dos azoles liga-se ao ferro heme de Ergllp, portando, inibindo uma reagéo
enzimatica. Além disso, um segundo nitrogénio nos azois tem o potencial de interagir
diretamente com o apoproteina de lanosterol-desmetilase (CASALINUOVO ET AL, 2004). O
bloqueio de Ergllp leva ao acumulo de esterdis 14a metilados, inibindo a producdo de
ergosterol e levando a perturbacdo na membrana e na conformacao da célula (LAMB ET AL,
1998).

Em um estudo realizado por Mellado et al. (2001), constatou-se que alteragdes nas
sequéncias dos aminoacidos do P450 geralmente ocorrem por mutagéneses. A resisténcia aos
agentes antifungicos azélicos esta relacionada com mudancas na expressdo do gene ERG11 ou
mutacdes pontuais e alteragdes na via biosintética do ergosterol (DUNKEL et al., 2008). De

acordo com Alvarez-Rueda et al (2016) a supreexpressdo de ERG11, na presenga do



antifungico, ocorre com um aumento do nimero de copias da enzima ERG11p, resultando em
sintese elevada de ergosterol, que vai superar a capacidade do medicamento. Ainda, foi citado
por Cortegianni et al. (2018) que se o gene ERG11 estiver na presenca do fluconazol, as

mutacdes podem ser elevadas em cinco vezes.

Figura 1: Dominio conservado do citocromo P450, encontrada na query referéncia Candida

auris, contendo o gene ERG11, empregando o software CD-Search — NCBI.

1 75 150 225 3o 375 450 524
Query seq. e ————

Specific hits pd50
Superfanilies p450 superfamily

Nas sequéncias de aminodcidos alinhadas, pode-se observar as regiGes com sitios

conservados, utilizando o software Jalview (Figura 2).

Figura 2: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos, com visualizacdo de sitios

conservados, utilizando o software Jalview.

O gene avaliado nesse estudo apresentou um bom modelo teérico predito em estrutura
3D, empregando-se o software SWISS-MODELL, com qualidade validada utilizando ProSA-
web, mostrando que a mesma esta numa regido de outra proteina validada por Raio X. Por fim,
0 modelo teodrico foi validado utilizando o software RAMPAGE-Assessment of the
Ramachandran Plot, mostrando que 91.9% dos aminoacidos estdo em regides energeticamente
favoraveis, 7,2% em regides permitidas e somente 0,8% em regiGes energeticamente ndo
permitidas (Figura 3).

A enzima tem na sua estrutura varias hélices conservadas de A-L. Diante disso, as
hélices | e L sdo as regides responsaveis pela ligacdo ao grupamento heme e residuos de
aminoacidos contendo nas hélices B e L que tem como fungdo fazer o reconhecimento do
substrato (RAUCY; ALLEN, 2001). De abordagem geral, a estrutura é formada por uma
ahelice e folhas B ao redor do grupo heme da enzima (ALCAZAR-FUOLLI et al., 2008).



Figura 3: Melhor modelo para a proteina usando SWISS-MODEL (A), e avaliacdo da
qualidade da proteina usando ProSa-web (B) e RAMPAGE - Assessment of the Ramachandran
Plot (C).

o i AP

A estrutura proteica das alpha hélices tem confiabilidade moderada de acordo com a

figura 4, no entanto a folha B ja tem uma 6tima confiabilidade referente a estrutura proteica.

Figura 4: Qualidade da estrutura secundaria do citocromo P450, empregando o software

JPred4 Incorporating Jnet.

As sequéncias nucleotidicas foram alinhadas e tratadas no software MEGA7.0, e o
resultado do alinhamento utilizado para gerar arvores filogenética (analise de Maximum
Likelihood) e fenética (andlise de Neighbor Johnny), com valores de Bootstrap (1000
repeticdes) para cada né (Figura 5).

O gene escolhido é responsavel por codificar a enzima ERG11p que é de suma
importancia para a sintese do ergosterol. A andlise fenética se enquadra melhor na discusséo
sobre o referido gene, uma vez que estes genes possuem uma alta taxa de mutacéo e estdo
relacionados com a resisténcia a antifingicos, sendo constantemente desafiados no encontro
patdgeno hospedeiro. Por ser uma regido codificadora, foi possivel observar uma variacéo
intraespecifica para o género Candida, com divisdo das espécies em diferentes grupos
taxonémicos. De acordo com Li (2000) a divisdo em grupos taxonémicos do género Candida
observado na figura 5 acontecem por conta que existe uma limitagdo funcional diferencial e

estrutural nas regides da proteina em cada espécie.
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A andlise filogenética é menos adequada, uma vez que pode haver grande alteracdo em

regides de dominios conservados, podendo-se inferir que o gene ERG 11 ndo tem forca

filogenética (evolutiva) para separar de forma esperada as espécies de Candida.

Figura 5: Naimagem A, relacGes evolutivas de tdxons, utilizando o método Neighbor-Joining,

e na imagem B, arvore filogenética molecular pelo método da maxima verossimilhanca.
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Em relacdo as interacdes que o ERG11 faz com outros genes, foram constatadas 10

interacOes através do software string. Em estudo de Zhou et al. (2018) foi evidenciada interagdo

com o ERG3 que tem uma grande importancia na biossintese do ergosterol e relevante

importancia na resisténcia a farmacos.

Figura 6: Modelo de interacdo do gene ERG11 com genes similares.

A localizacéo celular da proteina da Candida auris esta no reticulo endoplasmaético, que

foi obitido utilizando o software cell-ploc 2.0.
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4 CONCLUSAO

Na andlise in silico de sequéncias do gene ERG11, observa-se dominio conservado nas
diferentes espécies de candida, exibindo expressiva variabilidade genética, com proteina
apresentando modelo tedrico predito validado, mostrando de forma mais acurada a importancia
desse gene dentro do genoma desse fungo, o qual apresenta uma capacidade de sofrer mutacdes
em presenca de farmacos da classe azol ou gerar uma superexpressdo do gene e favorecer uma

alta resisténcia as leveduras do género Candida spp., especialmente a Candida auris.
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