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Resumo

Os fungos produzem uma variedade de metabdlitos com aplicagoes na indistria e na
medicina, ao mesmo tempo que podem ser patdégenos humanos. O Paracoccidioides lutzii
¢ um fungo dimorfico causador da paracoccidioidomicose (PCM), uma micose sistémica
autoctone da América Latina, onde cerca de 10 milhoes de pessoas estao infectadas,
inclusive no Brasil, o qual contribui com cerca de 80% dos casos, afetando principalmente
individuos em areas rurais. Neste trabalho, foi criado um método para identificar e
organizar vias de metabolismo em fungos, com énfase no metabolismo secundéario. Para
validar o método, foi realizado um estudo de caso para o fungo P. lutzii, cujos resultados
obtidos identificaram 2.087 reagoes enziméticas, 1.437 enzimas, 1.464 compostos e 335
vias metabolicas. As vias de metabolismo secundario representaram cerca de 4,5% do
total de vias identificadas no P. lutzii. O método criado pode ser aplicado a reconstrugao

in stlico de redes metabolicas de outros fungos.

Palavras-chave: Bioinformatica, rede metabolica, fungos, Paracoccidioides lutzii
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Abstract

Fungi produce various metabolites with applications in industry and medicine, fur-
thermore, can be human pathogens. Paracoccidioides lutzii is a dimorphic fungus that
causes paracoccidioidomycosis (PCM), a systemic mycosis in Latin America affecting ap-
proximately 10 million people, including Brazil, which contributes about 80% of cases,
usually affecting individuals in rural areas. In this work, we create a method to identify
and organize metabolic pathways in fungi, with emphasis on secondary metabolism. To
validate this method, a case study was performed for the fungus P. lutzii. The results
identified 2,087 enzymatic reactions, 1,437 enzymes, 1,464 compounds and 335 metabolic
pathways. The secondary metabolism pathways represented around 4.5% of pathways
identified in the P. lutzii. The method created can be applied to the in silico reconstruc-

tion of metabolic networks of other fungi.

Keywords: Bioinformatics, metabolic network, fungi, Paracoccidioides lutzii
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Capitulo 1

Introducao

O DNA pode ser transcrito sob a forma RNAs e entao traduzido em proteinas encon-
tradas nos organismos [71|. A estrutura em dupla hélice do DNA foi proposta por Watson
e Crick em 1953 [83] e desde entdo, o DNA vem sendo estudado através de diversas téc-
nicas, tanto de laboratério quanto em computadores.

O Projeto Genoma Humano (PGH) [37], iniciado em 1990, teve o objetivo de deter-
minar a sequéncia de DNA do genoma humano, tendo sido concluido com sucesso em
2001 [37, 81]. Além disso, levou a significativos e rapidos avangos nas tecnologias utiliza-
das para sequenciar DNA [14]. O PGH identificou cerca de 20.000 a 25.000 genes do DNA
humano e determinou a sequéncia dos 3 bilhoes de pares de nucleotideos que compoem os
cromossomos humanos. O PGH inaugurou uma nova era nas areas de satde, agricultura,
pecuaria e industria, entre outras. Além disso, houve transferéncia de tecnologia entre o
setor publico e o setor privado e a discussdo de questoes éticas e sociais [33].

Milhares de projetos de sequenciamento de genoma foram concluidos ou estao em
andamento. Segundo o GOLD [29], sdo conhecidos 3.450 projetos genoma, 2.173 deles
terminados, sendo 157 de archeas, 3.118 de bactérias e 175 de eucariotos. Neste contexto,
surgiu uma nova area de pesquisa e desenvolvimento, chamada de Bioinformatica, que
se propoe a resolver problemas de Biologia Molecular usando ferramentas e métodos de
Computacao, Matemaética e Estatistica.

No Brasil, o primeiro projeto genoma concluido com sucesso foi o da bactéria Xyllela
fastidiosa 73], responsavel por infectar cerca de 30% dos laranjais do estado de Sao Paulo
com uma doenga conhecida por amarelinho, que provoca imensos prejuizos financeiros aos
produtores de laranja.

Em seguida, no ambito dos projetos genoma induzidos pelo CNPq e MCT, foi criada
a Rede Genoma Centro-Oeste como uma das oito unidades regionais brasileiras para o
sequenciamento de genomas. O primeiro transcritoma sequenciado pela Rede Genoma
Centro-Oeste foi o do fungo Paracoccidioides brasiliensis (Pb), entre 2001 e 2003 |21, 22|,



que é o patégeno humano causador da paracoccidioidomicose (PCM). Anos mais tarde, o
Instituto Broad dos Estados Unidos, sequenciou os genomas dos isolados Pb03 e Pb1§ e
Pb01. Finalmente, Teixeira et al [76] descobriram que o isolado Pb01, é na verdade, uma
nova epécie pertencente ao género Paracoccidioides, denominada Paracoccicidioides lutzii
(P. lutzii), cujo nome é uma homenagem ao descobridor do P. brasiliensis em 1908, Adolf
Lutz. Os dois outros isolados, Pb03 and Pbl8, pertencem & espécie Paracoccicidioides
brasiliensis.

A Rede Genoma Centro-Oeste, participou apoiando a bioinformatica de outros proje-
tos como o Genoma Guarana |27, 86| e o Genoma Anaplasma [4, 39]. Houve ainda outro
projeto que integra algumas institui¢coes de pesquisa dessa regiao chamado BIOFOCO,
que teve como principal objetivo desenvolver ferramentas de Bioinforméatica em ambiente

computacional distribuido para uso ptblico [11].

1.1 Motivacao

O Projeto Genoma Pb trouxe significativos avangos ao conhecimento da biologia mo-
lecular do Paracoccidioides. Os dados gerados neste projeto serviram de base para varias
outros, sobretudo na UnB e UFG. Um desses projetos, foi a definicao de um método para
reconstrugao in silico de redes metabdlicas de fungos contemplando um pipeline para
metabolismo primério e secundario, tendo como estudo de caso o P. lutzii. A reconstru-
¢ao da rede metabolica in silico permite identificar importantes interagoes, bem como
proporciona uma visao sistémica dos processos bioquimicos do P. lutzii, especialmente
para aqueles genes relacionados & interagao patdégeno-hospedeiro e & doenca PCM, possi-
bilitando explora-los em busca de novos alvos moleculares visando o desenvolvimento de

novas drogas anti-fungicas.

1.2 Problema

Uma rede de metabolismo do P. lutzii foi reconstruida in silico por Alvarez [3], mas
nao foi feito um estudo aprofundado das vias do metabolismo secundario, que ainda nao

foram completamente reportadas.



1.3 Objetivos

Objetivo principal

Desenvolver um método in silico para identificar e organizar vias de metabolismo, com

énfase no metabolismo secundario, e reconstruir redes metabolicas em fungos.

Objetivos especificos

e Organizar os dados do fungo em um banco de dados centralizador das entradas e

saidas das pipelines que compoem o método.

Utilizar ferramentas de bioinformética para predi¢cao de metabolismo secundario;

Realizar um estudo de caso, reconstruindo in silico a rede metabdlica do fungo P.

lutzii;

e Gerar uma visualizagao da rede metabolica reconstruida;

Disponibilizar os resultados na web.

1.4 Descricao dos Capitulos

Este trabalho estd organizado sob a forma de capitulos. O Capitulo 2 apresenta
conceitos basicos de bioquimica, metabolismo, vias e redes metabolicas, necessarios ao
entendimento deste trabalho. O Capitulo 3 apresenta uma visao geral do organismo alvo
do estudo de caso, o Paracoccidioides lutzii. O Capitulo 4 apresenta as ferramentas e
métodos utilizados neste trabalho, a saber, ferramentas de predicao de clusters de genes,
bancos de dados relacionais, bancos de dados de proteinas, PGDBs (Pathway/Genome
Databases), o software PathwayTools e os métodos de reconstrugao de redes metabolicas
empregados. O Capitulo 5 apresenta a proposta metodologica de pesquisa organizando os
pipelines em um método definido. O Capitulo 6 apresenta o estudo de caso para o fungo
P. lutzii e os resultados obtidos, além de uma breve discussao sobre trés vias metabodlicas

identificadas no estudo de caso do P. lutzii. O Capitulo 7 traz as conclusoes e perspectivas.



Capitulo 2
Metabolismo

Este Capitulo apresenta conceitos basicos de Bioquimica e de metabolismo, necessérios
para o entendimento deste trabalho. Na Sec¢ao 2.1 sao descritos conceitos de Bioquimica
relacionados ao metabolismo. Na Se¢ao 2.2 sao definidos metabolismo, vias metabdlicas,
metabolismo priméario e secundério, este tltimo, com énfase na sua especial importancia

em fungos.

2.1 Conceitos basicos de Bioquimica

Uma reacao quimica é a transformacao de um conjunto de substancias quimicas, cha-
madas de reagentes ou substratos, gerando um conjunto de outras substancias quimicas,
chamadas de produtos da reagao [8|.

A Bioquimica é o estudo da quimica dos processos vitais [8]. Estes processos en-
volvem um intercimbio de duas classes diferentes de moléculas: moléculas grandes, tais
como proteinas e dcidos nucléicos, chamadas de macromoléculas biologicas, e moléculas de
baixa massa molecular, tais como glicose e glicerol, chamadas metabolitos [8]. Os meta-
bolitos participam das rea¢oes quimicas que compoem o metabolismo de um organismo,
sendo quimicamente transformados em processos biologicos, podendo ser tanto substratos
quanto produtos de reagoes [60].

As proteinas sao polimeros de residuos de aminoécidos. Os aminoacidos sao também
encontrados nos organismos, em sua forma monomérica, como transportadores de nitrogé-
nio, neurotransmissores ou precursores de outras biomoléculas, como nucleotideos, glicose,
heme e creatina. O conjunto de aminoacidos unidos por liga¢oes peptidicas forma a cadeia
polipeptidica de uma proteina, também chamada de estrutura priméria. As estruturas
espaciais das proteinas costumam ser bastante complexas, tendo sido divididas em niveis
organizacionais, de priméaria até quaternaria [23|. Essa estrutura espacial é essencial para

a atividade catalitica [63].



Proteinas e peptideos participam de praticamente todos os processos que ocorrem nos

seres vivos. A diversidade de suas fungoes é apresentada na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Funcoes biologicas das proteinas

Funcao Exemplos

Catélise DNA polimerases, lactato dehydrogenase, tripsina
Transporte Hemoglobina

Armazenamento Ovalbumina

Contragao Miosina, actina

Suporte estrutural e mecanico
Defesa
Transdugao de sinal

Controle de crescimento, diferencia-
¢ao e metabolismo
Toxinas

Colageno, elastina

Anticorpos, fatores anticoagulantes do sangue
Receptores, canais de fons, proteinas de vias de tradu-
cao de sinais

Fatores de crescimento, peptideos de horménios

Venenos de cobra, toxinas de colera

Exceto por um pequeno grupo de moléculas de RNA cataliticas, todas as enzimas

sao proteinas [63]. As enzimas sao classificadas e catalogadas pelo IUBMB (International

Union of Biochemistry and Molecular Biology) |38|. Para cada enzima, é atribuido um EC

(Enzyme Code Number), um codigo hierarquico composto de quatro nimeros separados

por pontos, na forma X.Y.Z. W, onde X define o tipo de reagao catalisada, Y e Z definem,

respectivamente, a classe e a sub-classe da enzima e Z é um identificador sequencial da

enzima na categoria indicada pelos outros trés ntimeros. A enzima 1.6.99.3, por exemplo,

de acordo com o IUBMB, tem o seguinte significado:

e Quanto ao tipo de reagao: 1 = Oxiredutases;

e Quanto a classe da enzima: 6 = Atua sobre NADH ou NADPH;

e Quanto a subclasse da enzima: 99 = Outros receptores;

e O identificador sequencial da enzima é 3 = NADH dehydrogenase.

Algumas pequenas moléculas especiais, chamadas co-fatores, sao essenciais para a

acao das enzimas. Elas se ligam as enzimas de maneira nao-covalente, aumentando sua

atividade (ativadores) ou diminuindo sua atividade (inibidores). Para que uma reacao

quimica ocorra, algumas condigoes devem ser satisfeitas [60]:

e Todos os reagentes devem estar presentes na célula, em quantidades necessérias para

que a reagao Ocorra;

e A enzima que catalisa a reagao deve estar presente;

e Co-fatores que interferem na atividade enzimética, em alguns casos devem estar

presentes enquanto em outros nao podem estar presentes.



Sobre o comportamento dos sistemas bioquimicos, é importante saber que obedecem
as leis da termodindmica. A primeira lei da termodinamica diz que a energia total de
um sistema e de sua vizinhanca é constante, ou seja, a energia nao pode ser criada nem
destruida, apenas assume diferentes formas. Uma forma alternativa é a energia potencial,
aquela armazenada em moléculas, que pode ser liberada na ocorréncia de algum processo.
Todos os seres vivos, sejam unicelulares ou multicelulares, teciduais ou nao, precisam de
energia [8].

O processo de transformacao de energia ocorre através do metabolismo, uma rede inte-
grada de reagoes quimicas. Basicamente ha dois tipos de reagoes quimicas que compoem

o metabolismo:

e Reacoes catabolicas: reacoes que extraem energia de alguma fonte, como alimentos;

e Reacoes anabdlicas: reacoes que utilizam energia para biossintese.

Processos metabdlicos sao comuns a muitos organismos. Por exemplo, o conjunto de
transformacoes quimicas que converte glicose e oxigénio em diéxido de carbono e agua
é essencialmente idéntico em bactérias como a Fscherichia coli (E. coli) e em organis-
mos complexos como o humano. Mesmo processos que parecem muitos distintos, tém

caracteristicas comuns em nivel bioquimico |8, 63].

Libera energia

hidralise

oxidagdo

Consorme energia

Figura 2.1: Ciclo do ATP [§]

A maior parte do catabolismo é constituida de reagoes que extraem energia das molécu-

las energéticas - como glicideos e lipideos - e as converte em AT P (Adenosina trifosfato).



O ATP ¢é a moeda corrente universal de energia livre em sistemas bioldgicos, e é uma
molécula rica em energia porque seu trifosfato contém duas ligagoes de anidrido fosférico.

A energia é liberada - reagao exergdnica - quando o AT P sofre hidrolise para adenosina
difosfato (ADP) e ortofosfato (F;) ou para adenosina monosfosfato (AM P) e pirofosfato
(P;). A variagdo de energia livre necessaria para esta rea¢ao depende da forga i6nica do
meio e das concentracoes de M ¢?T ou de outros iontes’ metélicos. A forma ativa do AT P
é geralmente um complexo de AT P com Mg*" ou Mn?** [8, 63].

O ATP forma-se a partir do ADP e P;, quando as moléculas energéticas sao oxidadas
nos seres quimiotroficos ou quando a luz é capturada pelos fototroficos. Este ciclo AT P —
ADP, cujo esquema é mostrado na Figura 2.1, é fundamental na troca de energia em
sistemas biologicos.

Ha& trés estagios na extracao de energia dos alimentos pelos organismos aerébicos. No
primeiro estagio, grandes moléculas sao quebradas em moléculas menores. As proteinas
sao hidrolisadas para os seus 20 tipos de aminoacidos constituintes, os poliosideos hidroli-
sados a oses, como a glicose, os lipideos a glicerol e dcidos graxos. Neste primeiro estégio,
nenhuma energia utilizavel é capturada. No segundo estégio, essas moléculas pequenas
sao degradadas a poucas unidades simples que desempenham um papel fundamental no
metabolismo. A maioria delas é transformada na unidade acetila da acetilCoA. Algum
AT P é gerado neste estagio, mas a quantidade é inferior ao proximo estégio. No terceiro
estégio, é produzido AT P pela oxidagao completa da unidade acetil da acetilCoA. Este
terceiro estagio é conhecido como ciclo do acido citrico, ou ciclo de Krebs e da fosforilagao
oxidativa, que sdo as vias finais comuns das moléculas alimentares [8, 63|. Os trés estagios

descritos sao mostrados na Figura 2.2.

2.2 Conceitos basicos de metabolismo

O metabolismo ¢é a soma de todas as transformagoes quimicas que ocorrem em uma
célula ou em um organismo através de uma série de reagoes catalisadas por enzimas que
constituem as vias metabolicas [59, 63].

As enzimas catalisam a conversao dos substratos em produtos. A ocorréncia deste
processo se d&4 quando, inicialmente, ocorre a associagao da enzima E com os substratos
S, produzindo um complexo intermediario enzima-substrato: ES : E+ S = ES. A
seguir, esse complexo ES passa por um estigio de transicao, que é denotado por FA,
transformando-se em um complexo enzima-produto: EP : ES = EFA = EP. Final-
mente, ocorre a quebra do complexo enzima-produto EP, liberando as enzimas e os

produtos resultantes da reacao: EP = FE + P, conforme exemplificado a seguir [63]:

lions eletricamente carregados, positiva ou negativamente.
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Figura 2.2: Estagios do Catabolismo [8]

E+S=FES=FA=FP=FE+P

Os processos metabolicos sao regulados por trés métodos principais: controle das
quantidades de enzimas, controle da atividade catalitica e controle de acesso aos substra-
tos [8, 59.

O controle das quantidades de enzimas ocorre através do ajuste do nivel de transcri¢ao
dos genes que as codificam?.

Quanto a atividade catalitica das enzimas, pode haver um controle alostérico, que
consiste numa alteragao na estrutura tercidria ou quaternaria de uma enzima protéica
induzida pela agdo de uma molécula ligante, que pode ser um ativador, um inibidor,
um substrato, ou os trés. Pode ocorrer também uma inibigao por feedback (ou inibigao
retroativa), ocorre quando o produto final de uma reagao de biossintese influencia o inicio
de outra [59, 63].

O controle de acessibilidade aos substratos pode ocorrer de duas formas: controle
do fluxo dos substratos ou compartimentalizacao. Nos seres eucariotos, a regulagao e a
flexibilidade metabdlicas sao potencializadas pela compartimentalizagao. Por exemplo, a
degradacao por oxidacao de acidos graxos ocorre nas mitocondrias, enquanto a sintese
desses mesmos acidos ocorre no citoplasma. Essa compartimentalizacao segrega reagoes

opostas [8, 59, 63].

2Por exemplo, na E. coli, a presenca de lactose induz dentro de minutos um aumento de cerca de 50
vezes a velocidade de sintese da galactosidase 3, uma enzima necessaria a degradagio deste diosideo [8, 59|



2.2.1 Vias metabdlicas

O metabolismo de um organismo ¢ formado por vias metabélicas, que compoem a
sua rede metabolica. Vias metabolicas sao séries de reagoes quimicas sobre compostos
que ocorrem nas células dos organismos vivos. Essas reacoes podem ser catalisadas por
enzimas que muitas vezes precisam ainda de minerais, vitaminas e outros co-fatores [59].
Os produtos de algumas reagoes sao utilizados como reagentes de outras reacoes, esse
encadeamento forma vias, que por sua vez, formam redes de processamento de compostos
quimicos em uma célula [3]. As vias metabolicas sdo geralmente mostradas graficamente.

A figura 2.3, é uma representagao grafica da via da gluconeogenese encontrada no fungo

Candida albicans SC531.
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2.2.2 Metabolismo primario

O metabolismo pode classificado em primério e secundario. O metabolismo primério
é o conjunto de processos metabolicos que desempenham funcoes essenciais ao organismo,
como a divisao e crescimento celular, respiracao, estocagem de energia e reprodugao [59,
63]. Muitos sistemas enziméaticos cooperam para obter energia quimica capturando energia
solar ou degradando nutrientes ricos em energia obtidos do ambiente, ou ainda convertendo

moléculas dos nutrientes obtidos em outras moléculas, proprias de cada célula [63].

2.2.3 Metabolismo secundario

Metabolismo secundario é aquele relativo aos compostos secundarios, que diferente-
mente dos primarios, nao sao essenciais para o crescimento, desenvolvimento ou repro-
ducao. Apesar dos compostos secundarios fazerem parte do metabolismo normal de um
organismo, sao frequentemente produzidos em células especializadas, e tendem a ser mais
complexos do que os compostos primérios [49, 63].

Os metabdlitos secundarios sao particularmente abundantes em fungos filamentosos
que vivem no solo [49]. Muitos fungos produzem metabélitos secundarios por influéncia
de competicao ambiental e nestes casos os compostos sao produzidos juntos com enzimas
para digestao extracelular. Eles podem oferecer protecao contra estresses ambientais ou

interagoes com outros organismos [49]|, como pode ser visto na Figura 2.4.

Figura 2.4: Expressao de metabdlitos secundarios em agar como forma de inibicao de
colonias adjacentes [66].
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Metabolitos secundarios sao geralmente produzidos apds um crescimento ativo e alguns
metabolitos, frequentemente sao encontrados em fungos relacionados, enquanto outros sao
encontrados apenas em uma ou algumas espécies [66].

Existem razoes claras para estudar metabodlitos secundarios, pois hé aplicacoes na
industria e na medicina. Seis dos vinte medicamentos mais comumente prescritos para os
seres humanos sao de origem fangica [66]. A importancia dos metabolitos secundarios de
fungos cresceu a partir da década de 1940 com o enorme impacto da penicilina sobre a
satide humana. Desde entao, diversos outros compostos foram descobertos, como agentes
imunossupressores, drogas para baixar o colesterol, drogas antivirais e anti-tumorais [49,
57]. A disponibilidade de dados de genomas de fungos tém facilitado a descoberta e
caracterizacdo de novos componentes e suas vias metabolicas [49].

Metabolitos secundarios importantes sao sintetizados a partir de uma ou da combina-

¢ao de trés das vias biossintéticas [34] de:

e Policetideos decorrentes de Acetil CoA;
e Via do mevalonato, também decorrente de Acetil CoA;

e Aminoacidos.

Além disso, os genes para a sintese de alguns metabolitos secundarios encontram-se
agrupados, e a expressao do cluster parece ser induzida por um ou alguns reguladores
globais [34, 66].

Classes de metabolitos secundarios

O metabolismo secundério esta relacionado, em grande parte, ao dominio da quimica
organica. Metabolitos secundarios sao muitas vezes bioativos, geralmente de baixa massa
molecular, e sao produzidos como familias de compostos relacionados a areas restritas do
ciclo de vida, com a produgao, muitas vezes correlacionada com um estagio especifico
de diferenciagdo morfologica [47]. Existem varias classes de metabdlitos secundarios,

conforme mostrados na Figura 2.5.

e Policetideos (PK): s@o os mais abundantes metabélitos secundéarios de fungos.
Eles s@o sintetizados por policetideo-sintases (PKS), que s@o proteinas de varios
dominios que estao relacionadas com as sintases de acidos graxos em eucariotos e

contém estruturas de dominio semelhante [47].;

e Peptideos nao-ribossomais (NRP): sao derivados, ao mesmo tempo de aminoé-

cidos proteinogénicos (aqueles que constituem as proteinas) ou aminoacidos nao-
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3 e enzimas multimodulares chamadas nao-ribossomais

proteinogénicos multidominio
peptideo sintases(NRPs). Cada modulo em um NRPS contém vérios dominios que
permitem o reconhecimento, a ativacao e a ligagao covalente de um aminoacido es-
pecifico do moédulo. Subsequentemente, as ligagoes peptidicas sao formados entre
os aminoécidos ligados. O peptideo resultante é entao liberado por um dominio
do tipo tioesterase? geralmente localizada na extremidade C' do médulo final. A
diversidade entre os peptideos nao ribossomais surge do comprimento de peptideos

produzidos [47];

e Alcaldides: Constituem um grupo heterogéneo de substancias nitrogenadas, ge-
ralmente de origem vegetal, de carater béasico e que apresentam acentuada acao
farmacologica em animais. Sao encontrados predominantemente na forma combi-

nada, com &cidos organicos, e em concentragao menor, na forma livre [63];

e Terpenos: Podem ser definidos como um grupo de moléculas cuja estrutura esta
baseada em um ntmero definido de unidades de isoprénicas®. Os terpenos podem
ser usados como substratos para obtengao de energia por respiracao celular, ou para

criar outras substancias como aminoécidos e novos tecidos [9].

3Regibes com estruturas terciarias semi-independentes ligadas entre si por segmentos lineares da cadeia
polipeptidica, ou seja, unidades funcionais e de estrutura tridimensional de uma proteina.

4As hidrolases incluem enzimas de baixa especificidade, como esterases e tioesterases, que hidrolisam
um ntmero muito grande de ésteres e tioésteres, embora com velocidades diferentes.

Smetil-buta-1,3-dieno, com 5 4tomos de carbono
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Capitulo 3
O fungo Paracoccidioides lutzii

Este capitulo apresenta uma visao geral sobre o Paracoccidioides lutzii. Na Segao 3.1
é descrito o P. lutzii, o sequenciamento de seu genoma funcional e diferencial pela Rede
Genoma Centro-Oeste e o sequenciamento do genoma dos isolados Pb03, Pb18, Pb01 pelo
BROAD Institute. A Secao 3.2 Apresenta uma visao geral sobre a paracoccidioidomi-
cose. Finalmente, a Secao 3.3 apresenta a rede metabolica previamente reconstruida por
Alvarez [3].

3.1 Paracoccidiotrdes brasiliensis e Paracoccidiordes

lutzit

O P. brasiliensis ¢ um fungo que vem sendo estudado desde 1908, quando foi iden-
tificado por Adolfo Lutz, a partir de amostras colhidas da mucosa bucal em pacientes
da cidade de Sao Paulo [52]. Mais tarde, em 1912, Splendore estabeleceu as condigoes
para seu cultivo in vitro, tendo classificado-o como Zymonema brasiliensis [75]. Alguns
anos depois, em 1930, Almeida propds o género Paracoccidioides em substituicao a clas-
sificacdo anterior de Splendore, como citado em [5|. Em meados de 2000, Bailek 7]
demonstrou a proximidade filogenética entre o P. brasiliensis, com os fungos dos géne-
ros Histoplasma, Emmonsia e Blastomyces, utilizando analise ribossomal parcial do RNA
ribossomal 26S [7].

O Projeto Genoma Funcional e Diferencial do Paracoccidioides, iniciado em 2001 pela
Rede Genoma Centro-Oeste, propunha-se a identificar os genes de expressao de micélio e
levedura e os genes de expressao diferencial, que potencialmente exercem fungoes relaci-
onadas & adaptacao do fungo ao hospedeiro, & manutencao do estado diferenciado, bem
como com & patogenicidade deste fungo [28]. A metodologia proposta utilizou técnicas

que possibilitaram o sequenciamento de ESTs das formas de micélio e de levedura, e a
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identificagdo de cDNAs (ESTs) diferenciais estagio-especificas, de uma das duas formas
(micélio ou levedura) do P. brasiliensis; identificacao de ESTs diferenciais por DDRT-
PCR; e identificacao de ESTs diferencias por microarranjos |22, 28, 65].

O sequenciamento do transcritoma do isolado Pb0I, até entao conhecido como P.
brasiliensis, foi realizado com a técnica Sanger e foram gerados 19.718 ESTs (FEzpressed
Sequence Tags) de alta qualidade. Apo6s a montagem, foram obtidos 2.655 contigs e
3.367 singlets, constituindo um total 6.022 ESTs montadas. Esses dados sugeriram um
tamanho de genoma estimado em aproximadamente 30 Mb, contendo entre 7.500 até
9.000 genes [21, 22]. O projeto foi finalizado em 2003 [21].

A identificacao de genes de expressao diferencial, requeridos para a transi¢ao dimérfica,
permitiu aprofundar o conhecimento de possiveis causas de estabelecimento de infecgao e
da doenga PCM. Varios genes que participam do processo de dimorfismo e de viruléncia ja
foram descritos também para outros fungos patogénicos como o Histoplasma capsulatum
e o Candida albicans.

Vérios genes potencialmente envolvidos no dimorfismo ou na patogenicidade foram
descritos para o P. lutzii [22, 28]. Em 2003, durante um periodo entre 5 e 120 horas, a
expressao génica do P. brasiliensis foi monitorada durante a transicao micélio-levedura.
Esse experimento revelou mais de 2 mil genes que apresentaram modulagoes estatistica-
mente significativas [65].

O Instituto Broad nos Estados Unidos sequenciou os genomas dos isolados Pb03 e
Pb18 e do isolado Pb01. O tamanho obtido para estes genomas foi de, respectivamente
29,1 Mb em 7.610 genes, 30 Mb em 8.042 genes e 32,9 Mb em 8.130 genes |17, 36].

Teixeira et al |76] revelaram que o isolado Pb01, é de fato, uma nova epécie pertencente
ao género Paracoccidiotdes, denominada Paracoccicidioides lutzii em homenagem ao seu
descobridor. Os dois outros isolados, Pb03 and Pb18, permaneceram pertencentes a
espécie Paracoccicidioides brasiliensis. O P. lutzii ocorre predominantemente, mas nao
exclusivamente, na Regiao Centro-Oeste do Brasil, conforme pode ser observado na Figura
3.1. A Figura 3.2 mostra a filogenia e ortologia entre alguns fungos dimorficos.

O P. lutzii, (Figura 3.3) pertence ao Reino Fungi; Divisao Ascomycota; Subdivisao
Fuascomycetes; Classe Plectomyceto; Ordem Onygenales; Familia Onygenacea; Subfami-
lia Onygenaceae anamorficos; Género Paracoccidioides; Espécie Paracoccidioides lutzii.
E um fungo dimorfico, ou seja, pode ocorrer sob duas formas. E encontrado na natureza
sob a forma miceliana & temperatura de aproximadamente 25°C, que sofre uma transi-
¢ao da forma miceliana (24-26°C) para a forma levedura (37°C). Esse processo pode ser
controlado in vitro por alteragdo da temperatura de incubagcao [5].

O P. lutzit vive saprofiticamente no solo sob a forma miceliana, que apresenta uma

organizacao pluricelular formada por filamentos de células cilindricas, com ramificagoes
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denominadas hifas. As hifas sdo multinucleadas, finas e septadas, podendo ter esporos
terminais ou intercalares. As células de levedura sao multinucleadas, arredondadas e
algumas exibem multiplos brotamentos, que conferem ao fungo uma estrutura tipica,

usada inclusive para diagnostico, denominada roda de leme [5].

Figura 3.3: As duas formas do Paracoccidioides lutzii: forma leveduriforme caracteristica
com brotamentos multiplos em forma de roda de leme [25] & esquerda e forma de micélio
a direita.

3.2 A paracoccidioidomicose (PCM)

A paracoccidioidomicose (PCM), doenga causada pelo P. lutzii, ¢ uma micose sisté-
mica, autoctone da Ameérica Latina, onde cerca de 10 milhoes de pessoas estao infectadas,
com maior ocorréncia na Argentina, Colémbia, Venezuela e no Brasil, o qual contribui
com cerca de 80% dos casos, afetando principalmente individuos em éreas rurais |[62].

Uma vez que a PCM nao é doenca de notificagao compulsoéria, nao hé dados precisos
sobre sua incidéncia no pais [62]. O conhecimento de areas endémicas e dos dados de
prevaléncia, incidéncia e morbidade baseia-se em relatos de casos clinicos e de inquéritos
intradérmicos. A maioria dos casos tem sido reportada nas regioes Sul, Sudeste e Centro-
Oeste. A PCM apresenta carater endémico [5] entre as populagoes de zona rural. Sua
ocorréncia também tem sido relatada em areas de colonizagao mais recente, submetidas
a desmatamento, como em partes da Amazobnia, atingindo areas dos estados do Mara-
nhao, Tocantins, Para, Mato Grosso, Rondonia, Acre e Amazonas, onde a PCM, pela
falta de informacgoes de ocorréncia prévia, tem sido considerada uma micose sistémica
emergente [62]. A infecgdo da PCM néao privilegia etnia, ja a PCM doenca, afeta prin-
cipalmente trabalhadores rurais adultos, do sexo masculino, em contato constante com a
vegetacao e solo, no periodo mais produtivo de suas vidas, o que implica em importante

repercussao econdmica para pacientes e dependentes [25].
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A PCM representa um problema de Satde Publica, pelo seu alto potencial incapaci-
tante e pela quantidade de mortes prematuras que provoca, quando nao diagnosticada e
tratada oportunamente. A doenca também é conhecida como Blastomicose sul-americana
ou moléstia de Lutz-Splendore e Almeida [62].

O periodo de incubagao é desconhecido, podendo levar anos até que se manifeste a
doenga. Nao hé transmissao homem a homem e nao ha relatos de contagio de animais para
o homem. O controle da infecgao depende da resposta imune celular associada ao padrao
tipo 1 da resposta imunoldgica, resultando na formagao de granulomas compactos [62].

A infeccdo humana ocorre por inalacao de conidios e fragmentos micelianos do P.
brasiliensis, que alcangam os bronquiolos terminais e alvéolos pulmonares, onde se trans-
formam em células leveduriformes, produzindo a infec¢ao que pode disseminar-se para os
demais tecidos por via linfatica e hematogénica [25]. As manifestagoes clinicas variam
em diferentes individuos, dependendo tanto de aspectos especificos do parasita como do
hospedeiro [5]. A doenga pode se apresentar sob duas formas bésicas: aguda e cronica.
A primeira acomete ambos os sexos, geralmente pacientes jovens, e origina-se a partir
de uma lesao priméaria nao detectada que progride rapidamente com disseminac¢ao para o
baco, figado, linfonodos e medula 6ssea. A forma cronica tem sua origem em um foco pri-
mario ou em uma lesao antiga, contendo formas viaveis de P. brasiliensis, podendo estar
restrita a um 6rgao, sistema ou podendo ainda atingir multiplos érgaos, como intestinos,

0Ss0s e o sistema nervoso central.

3.3 Rede metabdlica do P. lutzii: uma primeira versao

Alvarez [3| reconstruiu in silico uma primeira versao em larga escala da rede metabolica
do fungo Paracoccidioides lutzii e disponibilizou uma péagina (Figuras 3.4 e 3.5) com
diversas informacoes sobre o fungo.

Foram identificadas vias metabolicas do P. [utzii usando os bancos de dados do
KEGG [46] dos organismos Saccharomyces cerevisiae, Coccidioides immitis, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus nidulans e Escherichia coli, e o banco de dados Biocyc [10] com os
organismos S. cerevisiae € E. coli. A rede reconstruida identificou 295 vias metabolicas,
1.743 reagoes catalisadas por 1.413 enzimas, além de 9 reacoes de transporte, as reagoes
atuam sobre um total de 1.202 compostos. Foi construida uma visualizagao da rede com
o PathwayTools [43]. Entre as perspectivas do trabalho de Alvarez [3|, estava o estudo

mais aprofundado do metabolismo secundario.

19



The Pb01 Metabolic Network Project

b About Paracocoidioides
brasnliensis

b Data sets

b Mletabobic patlhways

Paracoccidicades brogbenas s the shologeal agsnt of paracocodoidomypeons (PO
a Inenan systermc mycoms et mamly affects rural commumbss m South and Clentral
Amenca PCM 15 marfestied m different chcal fonms, winch &= bghtly dependent on
the mmmme competence of the host [m mdraduals displmeng the locabzed form of the

k Hlﬂll:ldl:lhg}' dears # 15 observed the formaton of pramsomes and the presence of compestent T
b Team . hmphocyias, on the other hand, m the dipersed torm of the disesse, the pramdomes e
b Metabolic network picture not formed and the T Banphocytes we Inporeacts. I m bebeved (hat the celils

MRS Teipoaie @ onpoftanl @ the ssatal o the daeaze and i has fecenty been
demenaty mted that g5 uce a peplds {0 from the ﬂ:—': fretem Ithe s anbipEn uied

fer imrmmodagnoge) i1 copable of mggenng o provecive celhder seewne resposse

The dmorphic fimgus F. brosbenss s found as 2 mypcelum (BL) or as a spore when grown
m vire of room temperahere or mois mabaral babetat When ot 15 shift=d to temperabures clos=
bo 3770 1 = foumd as a yeast. the ozl form predommantty found m brsoes of pabents wth
PO Inbechon eccurs manby whes spores o sven apoenls of moycelnen are mialed
Vpom host mlechon, P bhvabenss wdergoss o denorples ramoson Fom e aneeekan
femtss (o gporel 19 the weast ferm probably mgpsred by e SmperatEe it Theas
SRISTVIRGES PNy Pappedt tuat e hpefpded WANSMSN @ M) EnpoTiMi Ve B e
egtablishment of the efeches ag i has alss been obaerved & other pathogesss fings much ae
Candida allieans and Hisfaplasma caparlatum

Figura 3.4: Pagina com os dados da rede metabdlica reconstruida por Alvarez [3].
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thuddlng yea:tﬁ (73]

* 5ceD0230 Purine metabolism - Saccharomyces cerevisiae [budding yeast) (68)

+ 5ce00010 Glycolysis / Gluconecgenesis - Saccharomyces
ceravisiae (budding yeast) (52}

+ sceD0240 Pyrimidine metabolism - Saccharomyces cerevislae
(budding yeast) [41])

+ 5ced0S00 Starch and sucrose metabolism - Saccharomyces
CErFEV1S1as Ibudd:ng yclsi: {40)

+ s5ced0S70 Amnoacyl- tAMA biosynthesis - Saccharomyces cerevislae
(budding yeast) [37)

+ 5cad0020 Citrate cycle (TCA cycle) - Saccharomyces cerevisiae
(budding yeast] [33)

+ 5cel0620 Pyruvate metabalism - Saccharomyces cerevislas
(budding yeast) [32]

+ sceD0250 Alanine, aspartate and glutamate metabolism
Saccharomyces cerevisiae (budding yeast) [31)

# 5ced0330 Arginine and proline metabolism - Saccharomyces
cerevisiae [(budding yeast) (28)

Figura 3.5: Pagina com links para as vias metabolicas reconstruida por Alvarez [3].
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Capitulo 4
Ferramentas computacionais

Este capitulo apresenta o conceito de banco de dados relacional, as ferramentas para
anotacao de proteinas, predicao de genes, bancos de dados biolo6gicos e métodos de recons-
trucao de redes metabolicas. Na Secao 4.1 sao apresentados conceitos de bancos de dados
e também bancos de dados de sequéncias biologicas e de vias metabodlicas e o modelo de
banco de dados conhecido como Pathway/Genome Database (PGDB). Na Secao 4.2, sdo
apresentadas as ferramenatas utilizadas para anotagao de ECs de enzimas e anotagao de
genes. Na Secao 4.3, sao apresentadas as ferramentas utilizadas para predi¢ao de meta-
bolismo secundéario. Finalmente, na Secao 4.4 sao apresentados os métodos e ferramentas
utilizados neste trabalho para reconstrucao e geracao da visualizacao da rede metabolica

reconstruida.

4.1 Bancos de dados

Nesta secao, ¢ descrito o conceito de banco de dados e banco de dados relacional.
Também sao descritos os bancos de dados de metabolismo utilizados neste trabalho. Um
banco de dados, segundo Date [16], ¢ uma colegdo de dados persistentes usado pelos
sistemas das organizacoes. Persisténcia é a capacidade do dado, uma vez inserido num
Sistema Gerenciador de Bancos de Dados (SGBD), permanecer armazenado até que seja

explicitamente removido, exceto por algum erro computacional [16].

4.1.1 Bancos de dados de relacionais

Um banco de dados relacional tem seu alicerce numa teoria chamada modelo relacional

de dados. Trés aspectos descrevem este modelo [16]:
1. Estrutural: os bancos de dados sao percebido pelo usuario como tabelas;

2. Integridade: essas atebals satisfazem a restrigoes de integriade;

22



3. Manipulével: existem operadores disponiveis para manipulagao das atebals por

parte do usuario.

Uma entidade é um objeto distinguivel que possa ser representado no banco de dados.
As ligagoes entre essas entidades sao os relacionamentos. Um arepresentagao grafica des-
sas entidades e seus relacionamentos é chamada de Modelo de Entidade-Relacionamento
(MER) [16].

Um sistema gerenciador de bancos de dados (SGBD) é um software que trata de
todo o acesso ao banco de dados. Este software deve ser capaz de aceitar defini¢oes de
dados (esquemas e seus mapeamentos associados), manipulacao de dados (insergao, busca,
atualizagdo e exclusdo), otimizacdo e desempenho, seguranga e integridade, concorréncia

sobre os dados através de transagdes, além de fornecer um dicionario de dados [16].

4.1.2 UniProt

O UniProtKB (UniProt Knowledgebase) é um repositorio centralizador de informagoes
sobre proteinas, que fornece uma visao unificada de sequéncias protéicas e informagoes fun-
cionais. O UniProtKB é composto de duas se¢oes: UniProtKB/Swiss-Prot e UniProtKB /-
TrEMBL. UniProtKB/Swiss-Prot ¢ curado manualmente, o que significa que as informa-
¢oes de cada registro sao analisadas e mantidas por um curador, enquanto os registros do
UniProtKB/TrEMBL sao gerados automaticamente e sdo enriquecidos com anotagao au-

tomaética e classificacao [55]. Esta disponivel na web no enderego http://www.uniprot.org.

4.1.3 BRENDA

BRENDA (BRaunschweig ENzyme Database) é um sistema de informagoes de en-
zimas. A maior parte dos dados sao manualmente extraidos da literatura. A cober-
tura de dados abrange funcao, estrutura, ocorréncia, preparo, aplicacao de enzimas, bem
como propriedades de mutagdes e variagoes [70]. Esta disponivel na web no enderego

http: / /www.brenda-enzymes. org.

4.1.4 BioCyc

O BioCyc [13] é um agregador de PGDBs (Pathway/Genome Databases). Ha versoes
de PGDBs agregados que variam quanto a quantidade. Cada versao destas é chamada de
Tier. O Tierl, por exemplo agrega os PGDBs EcoCyc, MetaCyc, HumanCyc, AraCyec,
YeastCyc, LeishCyc e TrypanoCyc. H& ainda o Tier 2, com maior niimero de PGDBs,

23



mas menor nivel de cural. O Tier 3 com uma grande colecao de PGDBs gerados compu-
tacionalmente, mas nao curado.
As ferramentas do BioCyc permitem navegagao, visualizagao e analise dos dados, que

incluem:

e Browser genomico;
e Visualizacao individual de vias metabolicas, com nivel ajustavel de detalhes;
e Ferramenta para analise comparativa;

e Mapeamento com links entre cada componente das vias metabodlicas.

O MetaCyc é um banco de dados altamente curado e nao redundante de metabolismo.
Por este motivo ele foi escolhido para este trabalho. O MetaCyc contém vias metaboélicas
com dados de enzimas experimentalmente demonstrados pela literatura cientifica. As
vias metabolicas e demais dados do MetaCyc sao derivados dos demais bancos de dados
do BioCyc [13]. Como o MetaCyc contém apenas dados com evidéncias experimentais,
determinadas vias metabolicas e enzimas podem nao estar disponiveis. O MetaCyc esta

disponivel na web no enderego http://metacyc.ory.

4.1.5 KEGG

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) é uma base de conhecimento
para analise sistemética de funcao genémica. A informacao genémica é armazenada num
banco de dados de genes, que é uma colecao de genes para genomas completamente se-
quenciados e alguns genomas parciais, com constante atualizacao de anotacao de fungoes
de genes [40, 41]. O acesso ao KEGG e suas ferramentas é possivel através da péagina
http:/ /www.genome.jp/kegg. A Figura 4.1 foi extraida do KEGG e mostra a via metabo-

lica de metabolismo da pirimidina no P. lutzii.

4.2 Anotacao

A anotagdo é o procedimento por meio do qual uma funcao biologica é atribuida a
sequéncia de residuos de aminoacidos, no caso das proteinas, ou & sequéncia de nucle-
otideos, no caso dos genes. Quanto ao formato dos dados, um dos mais conhecidos é
o FASTA, onde os dados sao apresentados em formato textual para representar tanto

sequéncias de nucleotideos quanto sequéncias de aminoacidos. Num arquivo FASTA, os

1O termo "cura” é largamente utilizado na literatura especializada para designar uma verificacio, assim
algo curado é algo que passou por uma checagem do especialista
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Figura 4.1: Metabolismo da pirimidina no P. [utzii [46]

nucleotideos ou aminoacidos sao representados usando codigos de uma tnica letra con-

forme mostrado na Figura 4.2.

>PAAG_PB@A2 | Paracoccidioides lutzii Pb@1 DNA polymerase epsilon subunit C (992 aa)
MTDODNSYRPRSPDFSSFPGTLRIPPSPYGPAPYPLNSPLAHRASYDASPFFSPODAQPQLLPQOLQRPAPSYVEPSFDTNFPQMPPOTRSOSVTAAAGQQHQQPPPYEWHTAPEPPAESOPMKMGRTTPSRA
SGGVEVKTKFPYARIKRIMQADEDVGKVAQVTPIAVSKALELFMISLVTKAAQEAKNRSSKRYTAAHLKEAIGKDEVLDFLADIISKVPDQSTGGKKDDDGSDHNDGRRKKGAFNGIGGVYRIEACFSLVTA
FLVRITKQTPQNKQIWRSAPTASGDAAATPQVRNCLHRLNSVLSDESRGPAPHPCQAFAATSQVYLTVTKLALSSCDPGVISSAATLFNTLIDAEVEGIVDNRIFARALVDLVRRAGSAGEEGEGRLVELLF
GVANNIRLRPAILSAWFFPKNYGNRKLEVIESGNEFAGATRKDDFPFFYLLIDYVHHEGRSGDFARTGLLYPSLLESSDVDGGSTSAVLTYLCRILESIDQPOLVHRILHFLLASSSGVEPAIQIPKEKLRM
SLSRRKSLDLLASFAEASAKPSPELFNLVDLVLMSIGSKNTPTVVATLQLISVIFQRHHIFASSLIKTVYRPEGSVOMRSIGALNAELQHFVSLAKLILEDPFLDQSYQNYLLDASAILELRTPVLPLIGSI
ATDPPRDSLLLLHTNDDIFREMASRLESFFTNSVVMNLALTDAITGLATSNFVSLDGWLLVEPHNYEHQASDPSSIGFPHQEIDPSGKLNHIFNYFSCTPSALPLVPRIIRKLYVLRIEQWRLEIPDFDILVA
ARRYLLHSGNTNEAEIDEEYIAKFSASPPGPASERQSQNTTRVGTGSDSPRGRKTSLFERTDSSPSRRSGNSGSRSLFSSPLRDSSQKQASSRPVSATHSSLAADDLRRRLATPMKVDLSVDSSDNEVSETD
SLNSPSAHSRLETIGDQAHLKEHSHPNDHVTLGHILTNVIILYEFILELTALVQVRTTLFQELKFET

>PAAG_PB@A3 | Paracoccidioides lutzii Pb@1 predicted protein (1116 aa)
MVPTTCVSPVISPSTPRVCGNASNMAALDPASGLMLIASSLTQNEIPFKLRCAMCNKLALNAFRLPCCDQATCDSCQASLPESCPVCAHTPLSADLCKPNKALRTTLKAFLRTEEKKREKDRPPAASTSPAA
SAVQATSPKRAEPEPYSQTNSDLAPVTSTSVVDQADDIREVSGTSRTSSAAPTGTDHPDHSTGSVDVVDKISDPQSQTTAADAIATSQGSGDQGDEQHGNPYGESSNESAEEGTGADPTGALTQTQTQTQAE
PPATDDNTPALADFGSGQPHGSSTTSISSDAYGSGSGHGHGHGQGT GYAMNGMNGVAGMGGMSGYPQQGWRGGVNS FGHMVQSMPSGAPGNGLMPFQNQIAMSGLGMDPMVSSQGMFGGY GMNMNGMNNG YN
MGMNFNAVHGMY GGAWDGHONMWNGGPDKFNANPFANRMGAE FGPSHGGYRGYNL SQSYANYPHIHQQHQYPSND FHGNVAPGF GRGRGWGRGFLPGGRGRGGFIMSAMHGS YPSSTDQGPFHSHNALQAKP
QNDPVSGDPNGTASTFNMDLDHIKKFNDDLCPGGEKDLKENQLTTEPTTVSVONKATSESPLPTGEHNNSNRTADGSLPANQASQSRTDIQVGAVARGNDHLEHGNNNDGAYTKLPNASRDTTSLSYEMLAS
SPTRLFAPYRSNTMSMESRGVGVVGAPAAPRAMREGLPNISIRMNGRGFPSLLRGGGSISKRDKESHSDSPPHSREPSI SRPKSVSRSPSRHRSRHHRRHRHRSRSPSISGSDRGKDGSRDRRRKSRHEDYGQ
DDQSSNRRDYRDSRSPSPSMEPSKGLQHRCKRDKERKIDRKTTSTHWSHRHRTRSLSPRHRDHELGDGEVVGVDPNIKPPSSEEKLDLATRNSDHRSNKDRSGIEGKPSRQRORDRDRDRDRDRDRDRDRDR
DRDRDRDRDRDKDRDRDRDRDRDRDRDRDRDRDKDRERVRERDPKRERDKDREREHDRDRDRKRSRRDRSVSREDTEISRRHARRLKRNEAEEQKAIDREKKSTEHRESRLAEKDPHT LEREARNRERLLKE
QQRREAMNADRDGRCNRSRENRQGRTLGGRHLSYKYEDEESDQARAERVELEREAARWA

Figura 4.2: Exemplo de arquivo no formatoFASTA, representando aminoacidos.

4.2.1 KAAS

KAAS (KEGG Automatic Annotation Server) é uma implementacdo web para ano-
tagao automatica de genes. O KAAS ¢é implementado sobre dois métodos: baseado em
similaridade de sequéncias com best hit bidirecional e best hit unidirecional. Para um
genoma completo, o método de best hit bidirecional obtém mais acuracia. Por outro
lado, para um nimero limitado de ORFs ou ESTs, é recomendado o uso de best hit uni-

direcional. O método alcangou um elevado grau de precisao quando comparado com o

25



banco de dados KEGG curado manualmente [61]. Esta disponivel na web no enderego

http: //www.genome.jp/keqg/kaas.

4.2.2 CDD

O CDD (Conserved Domain Database) ¢ utilizado para anotagdo de sequéncias de
proteinas através da identificacdo de dominios conservados e sitios funcionais. E curado
manualmente e utiliza modelos de estrutura tridimensional de proteinas para refinar os
modelos de dominio e prover informagao sobre o relacionamento sequéncia/estrutura/fun-

cao [56]. Estéa disponivel na web sob o enderego hittp://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd.

4.2.3 InterPro

O InterPro é um banco de dados que integra diversas informacoes sobre familias de
proteinas, dominios e sitios funcionais. Tem uma interface web amigavel e web service. O
Interpro foi construido a partir de uma anélise em larga escala de genomas e metageno-
mas, além de caracterizacao individual de proteinas. O InterPro cobre cerca de 95% do
UniProtKB/Swiss-Prot e cerca de 79% do UniProtKB/TrEMBL [35]. Esta disponivel na
web no enderego http://www.ebi.ac.uk/interpro.

4.3 Metabolismo secundario

Nesta secao, sao apresentadas as ferramentas para predicao de metabolismo secundéario
em fungos. Os genes para a sintese de alguns metabolitos secundarios encontram-se
agrupados, e a expressao do cluster parece ser induzida por um ou alguns reguladores

globais [34, 66]. Estas ferramentas fazem as suas predi¢oes de acordo com este critério.

4.3.1 antiSMASH

antiSMASH (antibiotic and Secondary Metabolite Analysis Shell) é um pipeline ca-
paz de indentificar locus de biosintese, cobrindo todo o genoma em busca de clusters
de genes de metabolismo secundério das classes conhecidas (Policetideos, Peptideos néo-
ribossomais, Alcaldides e Terpenos). O antiSMASH alinha e identifica diferentes regices
do genoma em busca de clusters de genes. Como resultado, obtém genes de metabolismo
secundario com links entre os componentes das vias metabélicas, numa vizualizacao inte-
rativa [57]. O esquema do pipeline pode ser observado na Figura 4.3. O antiSMASH esta

disponivel na web no enderego http://antismash.secondarymetabolites.ory.
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Figura 4.3: Pipeline da anélise genémica de metabolitos secundérios realizada pelo antiS-
MASH [57].

4.3.2 SMURF

SMURF (Secondary Metabolite Unknown Regions Finder) é um software disponivel via
web para o mapeamento sisteméaticos de clusters de genes de metabolismo secundario. E
baseado em trés caracteristicas de vias metabodlicas secundérias de biossintese: backbone
genes, clusters e dominios conservados de proteinas. O SMURF baseia-se no Modelo
Oculto de Markov (Hiden Markov Model - HMM) para detectar genes de backbone em
sequéncias de genomas fangicos [49].

O SMURF utiliza o mesmo algoritmo que o antiSMASH para identificar backbone
genes, mas utiliza uma estratégia diferente para predizer os limites do cluster. Ambos,
antiSMASH e SMURF, predizem genes que codificam backbone de enzimas com precisao
proxima de 100%. O SMURF utiliza um conjunto de 27 dominios especificos de metabo-
lismo secundério para tentar realizar uma previsao exata dos limites do cluster de genes.
antiSMASH, por outro lado, utiliza uma margem de seguranca entre 5 e 20kb ao redor do
backbone de genes [19]. Genes além do cluster sao dificeis de serem preditos, pois alguns
deles contém dominios desconhecidos, o que implica em predigdes ruins [19]. O SMURF
esta disponivel na web no endereco hittp://www.jcvi.org/smurf. E necessario um registro

de usuério com endereco de e-mail.
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4.4 Reconstrucao de redes metabdlicas

Existem diversos métodos para o processo de reconstrucao de redes metabolicas in
silico. A diversidade de métodos para modelar as vias e redes tem se expandido signifi-
cativamente ao longo das ultimas duas décadas. As abordagens modernas e tradicionais
sao igualmente importantes e recentes pesquisas tém possibilitado integrar as vantagens
de ambas [68].

Uma destas abordagens que integra técnicas modernas e tradicionais é a Reconstrugao
de Redes Bioquimicas em Microorganismos, de Feist et al [20] que esta organizado em
etapas. A primeira etapa é a obtencdo do genoma e a identificacdo de enzimas associ-
adas as funcoes celulares através de informacgoes de bancos de dados e literatura. Com
essas informagoes é construida uma relagao gene-proteina-reacao (GPR). Ferramentas au-
tomatizadas de reconstrucao, como o PathwayTools, estao disponiveis para ajudar neste
processo e varios bancos de dados possuem as informacoes necessarias, mas as reconstru-
¢oOes resultantes exigem curadoria manual [20].

A segunda etapa é a cura do draft da rede reconstruida. A rede metabdlica recons-
truida automaticamente é incompleta, e pode ter lacunas ou reacoes equivocadamente
incluidas que nao deveriam ocorrer no organismo alvo. A cura manual acrescenta, retira
e corrige informagoes que os procedimentos automaticos geram [20]. Enquanto a etapa
de reconstrugao automatica é réapida, o processo de curadoria manual é trabalhoso e as
vezes demorado.

A terceira etapa é a criagao de um modelo computacional para a rede gerada. O
quarto passo consiste em analises com ferramentas de alto rendimento, realizadas sobre
o conjunto de dados em escala gendmica para avaliar as interagoes genéticas e podem
ser utilizadas para refinar e expandir o contetido de uma rede metabdlica. Um exemplo
particular desse tipo de analise ¢ o GEM [45] que foi usado para anotar fungdes de genes
desconhecidos em E. coli, por exemplo [20].

Outra abordagem ¢ a anélise biologica dos dados genémicos, bioquimicos e fisiologicos
disponiveis. Para essa abordagem, existem varias pipelines que normalmente sao espe-
cificas para o tipo de organismo alvo. Exemplos desta abordagem, sao os trabalhos de
Forster et al. [24] e Heavner [32], que respectivamente reconstruiram e expandiram a rede
metabolica do fungo Saccharomyces cerevisiae.

A abordagem de Forster et al. [24] e Heavner [32], assim como a abordagem de Feist
et al [20], utilizam numa primeira etapa o genoma anotado e informagoes de bancos de
dados de vias metabdlicas e revisao de literatura. Através dessas informagoes, é criado um
modelo metabolico do organismo que permite predi¢oes das vias metabdlicas que foram

sua rede metabolica [24], mas a rede gerada também depende de cura manual.
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4.4.1 PathwayTools

O PathwayTools [43] ¢ um ambiente de software para a criacdo de um PGDB (Pathway,/-
genome database), tal como o MetaCyc|58]. O PathwayTools ¢ também um ambiente de
gestao, andlise e visualizagao de colegoes integradas de genoma, vias metabodlicas e da-
dos de regulagao. Ele permite a edicao interativa de curadores e tem suporte web para
publicagao de PGDBs, e fornece um grande ntimero de ferramentas de consulta e visu-
alizacao. O PathwayTools também suporta analises comparativas de PGDBs, e fornece
analises de varios sistemas biologicos dos PGDBs incluindo a anéalise de acessibilidade de
redes metabolicas e tragado interativo de metabolitos através de uma rede metabolica [43].
Atualmente esta em sua versao 18.0.

Além das vias metabolicas, o PathwayTools lida com muitos tipos de informacao génica
e seus recursos sao muito extensos. O software esta em desenvolvimento continuo pelo SRI
International desde o inicio da década de 1990 [42]. Entre as tarefas que o PathwayTools

prové, citamos:

e Apoio ao desenvolvimento de bancos de dados especificas de organismo (PGDBs);

e Suporte a visualizagao cientifica, publicacao na web e disseminacao desses bancos

de dados especificos do organismo;

e Realizacao de inferéncias computacionais, incluindo a previsao de vias metabdlicas,

a previsao de preenchimento de gaps em vias metabolicas;
e Fornecimento de ferramentas visuais para analise de conjuntos de dados genémicos;
e Fornecimento de ferramentas para analise de redes biologicas;

e Fornecimento de analises comparativas de PGDBs.

O algoritmo de predicao do PahwayTools consiste de duas fases. A primeira fase é a
inferéncia do reactoma, ou seja, o conjunto de reacoes catalisadas pelo organismo através
do conjunto de enzimas presentes no seu genoma anotado. A segunda fase consiste na
inferéncia de vias metabélicas que contém as reacoes identificadas na primeira fase. Nesta
fase o modulo PathLogic do PathwayTools verifica cada elemento genético contido nos
arquivos de entrada e reconstroi automaticamente as vias metabolicas. O banco de dados
consultado pelo Pathway Tools para realizar essas inferéncias ¢ o MetaCyc [44].

Os formatos dos arquivos de entrada do PathwayTools, exemplificados na Figura 4.4,

sao de trés tipos, a saber:

1. O arquivo genetic-elements.dat, que contém um conjunto de registros, sendo um

para cada elemento genético como cromossomos, genes, contigs, etc. Cada elemento
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genético é descrito com uma ou mais anotagoes relacionadas. Atributos validos para

as anotagoes sao:

e ID: Obrigatorio, identifica o elemento genético;
e NAME: Obrigatorio, descreve o elemento genético;

e TYPE: Opcional, pode ter os seguintes valores: CHRSM, PLASMID, CON-
TIG, MT, PT;
e CIRCULAR? Obrigatorio (exceto para contigs), pode ter valores Y ou N, in-

dicando se o elemento genético é circular ou nao;

e CODON-TABLE: Opcional, pode ser um ntmero entre 1 e 15. A tabela padrao

de cédons é especificada no arquivo organism.dat;

e ANNOT-FILE: Obrigatorio (exceto para contigs). Prové caminho do arquivo
que contém a anotagao para o elemento genético. Este arquivo tem a extensao

.pf. Pode ser também um arquivo no formato GenBank (.gbk, .gb);

e SEQ-FILE: Opcional, caminho do aruiqvo que contém a sequéncia de nucleoto-
deos. Pode ter a extensao conforme o formato (.fna, .fsa, .fasta, .seq). No caso
de se utilizar um arquivo no formato GenBank apra o atributo ANNOT-FILE,

este atributo pode ser omitido, pois as informacoes seriam redundantes;

e CONTIG: Opcional, nao permitido quando o atributo TYPE tiver valor CON-
TIG.

2. Os arquivos com as sequéncias de cada elemento genético. Esse tipo de arquivo
pode ter as extensoes conforme o formato (.fna, .fsa, .fasta, .seq, .gbk, gb). Nos

utilizamos o formato .fsa.

3. Os arquivos com as anotagoes das sequéncias e seus ECs. Esse tipo de arquivo tém

a extensao .pf.
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A

ID PAAG_000@1Te

NAME conserved hypothetical protein (1586 nt)
TYPE :CHRSM
CIRCULAR? N

SEQ-FILE JUsers/admin/bioinfo/ptools-local/pgdbs/user/plutziicyc/2.8/input/PAAG_B0BR1TR. fsa
ANNOT-FILE /Users/admin/bioinfo/ptools-local/pgdbs/user/plutziicyc/2,0/input/PAAG_00801TE.pf
1/

ID PAAG_0aea2Te

NAME DNA polymerase epsilon subunit C (2976 nt)

>PAAG_00801TO | Paracoccidioides brasiliensis Pb@1 conserved hypothetical protein (1506 nt)
ATGTTGTCCACCCTCTTGCCTACCTCCCTACGTGTGATTGCCGTTCTCCTCGGGGCGGCA
CCCGCCTTGATTCTGGCTGCTCGGGTGATTTATCGACTCCGTTTTCACCCTCTCACCCAG
TTTCAGGGGCCCTGGTATGCAGCTGCGACTTCGCTAACTTTGGCCACCCTCTCTTTGRTT
AGACTTGATATCGTGTGGATAGAATACTTAGT GAAGAAGTATGGCCGAAGGCACCCAATC
CGAATCCAACCGAATCTTCTTTTGTTTCCTCATCCATCCGCACTAAAGGAAATATATTGC
GACCCAAAATGCAACACCAAGTCCAGCATGTATGGAACAGGCGTTT TCGGTCCTCCACAT
CTATTTTCGACCCTTGACGGCGATAAGCATCGTGAGCTTCGAAAGTCTCTAGGAGGTGCA

rr

ID PAAG_00001TO

NAME conserved hypothetical protein (1506 nt)
PRODUCT-TYPE P

STARTBASE 1

ENDBASE 1506

FUNCTION unspecific monooxygenase

EC 1.14.14.1

/7

Figura 4.4: Trechos dos arquivos de entrada gerados a partir do banco de dados Plutzii:
(A) genetic-elements.dat, (B) PAAG_0001T0.fsa, (C) PAAG_0001T0.pf.
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Capitulo 5

Método para reconstrucao n silico de

redes metabodlicas em fungos

Este capitulo apresenta o método criado para reconstruir in silico redes metabdlicas de
fungos a partir de seu genoma e/ou transcritoma, com destaque para o pipeline especifico
de identificacao de vias de metabolismo secundario. O fungo P. lutzii foi utilizado como
estudo de caso. Na Secao 5.1 o método proposto é descrito de forma geral. Na Sec¢ao 5.2

sao detalhadas as etapas e pipelines do método.

5.1 Descricao geral do método

O método proposto é semi-automatizado e consiste de etapas com pipelines subse-
quentes apoiados por um banco de dados relacional, que armazena os arquivos de entrada
e os resultados obtidos ao longo dos pipelines de predicao de metabolismo secundério,
identificagao de vias metabodlicas a partir dos dados do genoma do fungo e reanotacgao de
enzimas. Opcionalmente, dados especificos de cada projeto podem ser agregados as ano-
tagoes. A reconstrucao da rede com os dados do banco colhidos é realizada pelo software

PathwayTools. Uma visao geral do método é mostrada na Figura 5.1.

5.2 Detalhes das etapas

1. Dados do genoma do fungo. Um banco de dados relacional foi modelado e im-
plementado utilizando o Sistema Gerenciador de Bancos de Dados MySQL. Este
banco de dados tem dois propoésitos: o primeiro é armazenar e recuperar os dados
que sao usados como entrada dos pipelines. O segundo é prover uma base de da-
dos acessivel multiplataforma para facilitar a geragao de relatérios. O modelo de

entidade-relacionamento pode ser visto na Figura 5.2.
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Figura 5.1: Método para reconstrucao in silico de redes metabdlicas de fungos.
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Figura 5.2: Modelo de Entidade-Relacionamento do banco de dados

2. Identificacao de clusters de metabolismo secundario. Uma vez alimentado
o banco de dados com os dados do genoma do fungo, esses dados sao recuperados
e manipulados através de scripts, para gerar os arquivos de entrada nos formatos
das ferramentas de predicao de genes de metabolismo secundario. Em particular
SMURF [49] e antiSMASH [57] séo softwares que tém como saida clusters de genes
preditos para metabolismo secundério. A partir desses clusters, é possivel identificar

nos dados do genoma, as enzimas que os genes codificam.

3. Identificagao das vias metabodlicas. As enzimas do fungo! sao buscadas nos
bancos de dados KEGG [41] e BioCyc [13]|. As vias metabolicas encontradas a par-
tir dessas enzimas, sao filtradas para separar as vias que ocorrem ou potencialmente
ocorrem em fungos. Depois disso, as vias metabolicas com suas respectivas enzi-
mas (enzimas preditas e demais enzimas das vias) s@o armazenadas no banco de
dados com seus ECs. Adicionalmente todas as demais informagoes das reagoes sao

catalogadas.

4. Conjunto de todas enzimas identificadas das vias metabdlicas. Neste ponto
o banco de dados ja conta com uma cole¢ao de enzimas do genoma do fungo com

seus ECs identificados.

5. Caracteristicas especificas do projeto. Se o organismo alvo da reconstrugao

tiver alguma caracteristica que se deseje inserir na anotagao, essas caracteristicas

!Todas as enzimas, inclusive as preditas em clusters de genes para metabolismo secundario.

34



devem ser inseridas apos o pipeline de anotagao. Uma vez anotados, esses dados
servirao de entrada para a reconstrucao da rede e nao é recomendéavel anota-los apos

a reconstrucao da rede metabolica devido ao risco de corromper a rede reconstruida.

6. Reanotagao. As sequéncias de residuos de aminoacidos destas enzimas na sua
forma canonica e isoenzimas sao entao obtidas nos bancos de dados de enzimas.
Em particular, sugerimos o UniProt [55] e BRENDA [70]. Essas enzimas passam
a ser consideradas enzimas candidatas. E feito um alinhamento das sequéncias das

enzimas candidatas contra as sequéncias das enzimas do fungo utilizando Blastp.

As enzimas do fungo que alcangam melhores hits, tém seu dominio conservado veri-
ficado utilizando CDD [56] e InterPro [35]. Este procedimento visa identificar se a
enzima do fungo realmente catalisa a reagao alvo para a qual ela pretende ser atri-
buida. Se a enzima do fungo for confirmada para a via e ainda nao estiver anotada,

ela tem sua anotacao atualizada.

O conjunto de todas as enzimas do fungo é entao submetido ao KAAS [61] para uma
anotacao automatica. Este procedimento, visa confirmar ou atualizar a anotagao
existente e completar a anotacao quando possivel. Adicionalmente, informagoes

exclusivas do projeto podem ser adicionadas na anotagao.

7. Reconstrugao da rede metabdlica. Os dados de anotagao sao entao armaze-
nados no banco de dados. Os dados sao recuperados via script e convertidos nos
arquivos de entrada do PathwayTools [43]. O PathwayTools realiza primeiramente
a inferéncia do reactoma a partir das enzimas e num segundo momento a inferén-
cia das vias metabolicas a partir do reactoma. Depois essas vias sao classificadas
e agrupadas. Esse processamento pode feito de forma automatica ou manual pelo

modulo PathoLogic do PathwayTools.

8. Geragao da visualizagao da rede metabdlica. A geragao da visualizagao da
rede reconstruida é realizada automaticamente pelo médulo Omics Viewer [42| do
PathwayTools. O resultado é uma figura em formato pdf de alta resolucao com
todas as vias metabolicas com nivel de detalhe customizavel. Além disso é possivel
utilizar o PathwayTools em conjunto com um servidor web e um banco de dados
MySQL e gerar uma versao para web da rede metabolica. Esta versao web prové a

navegacao entre os objetos da rede metabolica através de links.

Biblioma. O biblioma ¢é o conjunto de informagoes que podem ser obtidas na litera-
tura especializada, como livros e artigos cientificos. O biblioma é consultado ao longo de
todo o método nas suas diferentes etapas para que haja uma cura incremental dos dados

gerados nos pipelines.

35



Capitulo 6

Estudo de caso: rede metabédlica do P.

lutz1

Este capitulo apresenta o estudo de caso para o fungo P. [utzii. A Secao 6.1 detalha
a aplicacao do método proposto na reconstrucao in silico da rede metabdica do fungo
P. lutzir. A Secao 6.2 apresenta os dados gerais da rede metabdlica do P. lutzii além de
comparar esses dados com outros resultados disponiveis. Na Secao 6.3 discutimos trés

vias de metabolismo identificadas.

6.1 Meétodo aplicado ao P. lutzi

O transcritoma do P. [utzii identificou 6.022 ESTs, indicando um ntmero estimado
de aproximadamente 8.000 genes [22]. Posteriormente, o BROAD Institute sequenciou
o genoma do P. lutzii e identificou 9.132 genes [17]. Notamos que no transcritoma, ha
informacao disponivel sobre a forma de ocorréncia dos genes: micélio ou levedura. Este
estudo de caso utilizou os dados do transcritoma, obtidos no Laboratério de Bioinfomatica
do Departamento de Biologia Celular da UnB e dados do genoma, obtidos do BROAD
Institute. Além desses dados, Alvarez [3] reconstruiu uma rede metabélica do P. lutzii com
295 vias metabodlicas. Os dados deste trabalho foram revisitados e atualizados. O método
definido para reconstrucao in silico de redes de metabolismo em fungos foi aplicado ao P.

lutzii e é mostrado na Figura 6.1. Os detalhes sao descritos a seguir.

1. A rede metabolica do P. lutzii, previamente reconstruida por Alvarez [3|, propor-
cionou um grande volume de informacoes armazenadas em arquivos, muitas vezes
com redundancias. O esquema do banco de dados relacional foi criado com nome de
Plutzii (Figura 6.2) e com ele organizamos e armazenamos os dados disponiveis da

rede metabdlica previamente reconstruida por Alvarez [3| e dados de transcritoma
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Figura 6.1: Método para reconstrucao in silico de redes metabolicas em fungos aplicado

ao P. lutzi.
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e genoma. Além disso, armazenamos os dados resultantes da separacao de forma

de micélio/levedura, dados de enzimas e evidéncias de sua participa¢do nas vias

metabolicas.
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Figura 6.2: Modelo de Entidade-Relacionamento (MER) do banco de dados adaptado
para o P. [utzii. Este MER foi chamado de Plutzii e contém as tabelas e relacionamentos
com os dados do P. lutzii e os dados da rede previamente reconstruida. E utilizado como
ponto de partida para o método e ao longo de sua execucgao, os dados sao atualizados com
os resultados intermediarios.

2. Apos a execugao, os resultados do SMURF [49] e do antiSMASH [57] apontaram

um total de onze clusters de genes, sendo quatro deles preditos pelos dois softwares,
cinco exclusivamente pelo SMURF e dois exclusivamente pelo antiSMASH. Foi rea-
lizada a identificagdo das enzimas dos clusters de genes de metabolismo secundario

preditos para o P. lutzii.

As enzimas identificadas nos clusters de genes foram consultadas no KEGG [41] e
BioCyc [13] e as vias metabolicas encontradas a partir dessas enzimas, foram fil-
tradas para separar aquelas que ocorriam ou potencialmente ocorriam em fungos.
Depois disso, as vias metabolicas identificadas com suas respectivas enzimas (enzi-

mas preditas e demais enzimas), foram armazenadas em nosso banco de dados.
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4. Cada uma das enzimas das vias metabolicas identificadas, teve sua sequéncia obtida
do UniProt [55] e BRENDA [70] e foram chamadas de enzimas candidatas. Um
alinhamento com Blastp das sequéncias das enzimas do P. [utzii contra as sequéncias
das enzimas candidatas, revelou aquelas que tinham potencial para preencher os gaps

da via.

5. Para confirmar este potencial indicado pelo alinhamento das sequéncias, verificamos
também dominios conservados da enzima, no CDD [56] e InterPro [35]. As enzimas
que preencheram os requisitos de afinidade por alinhamento e presenca de dominios
conservados para a reacao alvo, foram mantidas para ocupar os gaps e tiveram seus

ECs identificados e armazenados em nosso banco de dados.

6. O conjunto das enzimas do P. [utzii foi submetido ao KAAS para atualizar sua
anotagao anterior e anotar as enzimas hipotéticas, preditas ou putativas. O traba-
lho de Alvarez [3] forneceu ECs anotados de 1.802 enzimas. Essas enzimas foram
novamente submetidas ao KAAS [61] e algumas anotagoes foram atualizadas e/ou
expandidas. Apos anotadas ou nao, as enzimas que catalizam reacoes identificadas

foram armazenados em nosso banco de dados.

7. Em paralelo, foi realizada a separagao de micélio/levedura do transcritoma, obtido
na UnB. Scripts escritos em Perl realizaram a analise dos arquivos de transcritoma
para obter informacao sobre a forma em que os genes ocorrem. Para cada contig
foi verificada a sua origem que podia ser micélio (M) ou levedura (L) ou ambos
(B). Na montagem do contig, o critério de separagao foi a presenga de 80% ou mais
sequéncias de micélio ou levedura. Para cada singlet foi verificada a sua origem que
podia ser micélio (M) ou levedura (L). Ao final deste processo, os contigs e singlets
foram separados em: micélio, levedura, ambos ou nenhum!. As enzimas oriundas
dos 9.132 genes do P. lutzii obtidas no BROAD Institute, foram submetidas a um
Blastr contra o transcritoma obtido na UnB, para identificar a forma de expressao

dos genes de acordo com o transcritoma.

Foram identificados, com evalue < 107!% 1.442 transcritos a partir dos contigs.
Também com evalue < 1071% foram identificados 715 transcritos a partir dos
sinlgets. Para este conjunto de 2.157 transcritos, foi possivel verificar a forma de
ocorréncia (M/L/B). Foi acrescentada & anotacao dos genes essa nova informagao.

Os dados de forma dos transcritos foram armazenados em nosso banco de dados.

8. Com todas as informacoes armazenadas no banco de dados Plutzii, foram gerados

os arquivos de entrada para o PathwayTools [43] através de um script.

'Quando nao foi possivel identificar a forma de ocorréncia.
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9. Com os arquivos de entrada gerados, acessamos o modulo PathoLogic [42| do Pathway-
Tools e criamos uma nova rede metabdlica vazia. Em seguida a funcao automated
build (Figura 6.3) foi acionada com a rede vazia selecionada. O draft da rede foi
entao reconstruido.

Build | Eefine
Specify Replicons
Trial Farse

Automated Build
Update Build for Revised Annetaticon

Figura 6.3: Funcionalidade do PatholLogic [42] para reconstru¢ao automatica da rede
metabodlica a partir dos arquivos com elementos genéticos gerados com informacoes do
banco de dados Plutzii.

10. Com o draft da rede, foi feito o procedimento de cura, verificando de forma compa-
rativa as vias geradas pelo PathwayTools com aquelas identificadas no KEGG [40,
41, 46| e no BioCyc [10, 13|. Novas reagoes e vias metabdlicas puderam ser adici-
onadas manualmente. Onde houve divergéncias, a literatura foi consultada e a via

foi ajustada com a func¢ao refine mostrada na Figura 6.4.

Refine

Bssign Probkable Enzymes
Bssign Modified Proteins
Create Protein Complexes
Ee-Run HName Matcher

Rescore Pathwavs

Predict Transecription Units
Update Cellular Architecture
Transport Inference Parser
Update Overview

Pathway Hole Filler

Run Consistency Checker

Figura 6.4: Funcionalidade do PathoLogic [42] para refinar dados de vias metabdlicas
reconstruidas.

11. A geracao da visualizacao da rede reconstruida foi realizada automaticamente pelo
modulo Omics Viewer [42] do PathwayTools. A rede metabolica esta disponivel no

enderego hitp://www.biomol.unb.br/metabolismo.

6.2 Dados da rede metaboélica tn sitlico do P. lutzi

Apos a execucao do nosso método, obtivemos 2.087 reagdes enzimaticas sobre as quais

foi possivel identificar 335 vias metabolicas. Essas reacoes enziméticas sao catalizaas por
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1.437 enzimas sobre 1.464 compostos. Esses resultados podem ser vistos na Tabela 6.1

juntamente com outros resultados existentes para redes metabodlicas do P. lutzii.

Tabela 6.1: Tabela comparativa das informacoes das redes metabdlicas reconstruidas in
silico para o P. lutzit

Resultado Alvarez [3| BROAD |85] Waldeyr
Reacoes enziméaticas 1.743 1.800 2.087
Enzimas 1413 1.463 1.437
Compostos 1.202 1.234 1.464
Vias metabolicas 295 290 335

A visualizagao da rede metabolica reconstruida pode ser vista na Figura 6.5. A dis-
tribuicao das vias metabdlicas de acordo com a classificacao proposta pelo BioCyc, pode
ser vista no grafico da Figura 6.6, com destaque para as vias de metabolismo secundéario.

A partir do alinhamento dos contigs e singlets transcritos do P. lutzii contra as sequén-
cias do genoma obtido do BROAD Institute, identificamos a forma (micélio/levedura/am-
bas) de 1.972 transcritos. O gréfico da Figura 6.7 mostra a distribui¢do das formas de
ocorréncia dos 1.972 transcritos do P. lutzii. A forma de cada transcrito pode ser verificada
no Anexo C.

Foram encontradas 20 vias de metabolismo secundario completas, sendo 15 vias de
biossintese de metabolitos secundérios e 5 vias de degradagao de metabodlitos secundarios.
Estas vias representam cerca de 4.5% do total de vias que compoem a rede metabolica
do P. lutzii e sua classificagao ¢ mostrada no Anexo A. A tabela 6.2 apresenta algumas
aplicacoes dessas 20 vias metabolicas secundarias.

Apo6s o alinhamento das sequéncias, a verificagao de dominios conservados e uma
revisao bibliografica sobre as reagoes que as enzimas catalizam, foram propostas anotagoes
para nove enzimas (ver Tabela 6.3), anteriormente anotadas como hipotéticas ou preditas.

Foram identificados 310 gaps em reacoes enzimaticas. Uma tabela com essas reagoes,
ECs das enzimas e vias metabolicas das quais essas reagoes participam pode ser vista no
Anexo B.

A rede metabélica reconstruida disponivel na web, permite visualizar dados gerais da
rede (Figura 6.8), navegar pelas vias através de sua classificacao (Figura 6.9) e visualizar

detalhes da via selecionada (Figura 6.10).
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Figura 6.5: Rede metabdlica reconstruida in silico para o fungo P. lutzii, incluindo vias

metabodlicas completas e reagoes nao atreladas a vias.
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Metabolism

Generation of Precursor Metabolites and Energy:Fermentation

Generation of Precursor Metabolites and Energy:Glycolysis

Generation of Precursor Metabolites and Energy:Other

Generation of Precursor Metabolites and Energy:Pentose Phosphate Pathways
Generation of Precursor Metabolites and Energy:Respiration

Generation of Precursor Metabolites and Energy:TCA cycle

Generation of Precursor Metabolites and Energy

Macromolecule Modification:Protein Modification

Metabolic Clusters

9.81

053

0.27

14.59

Figura 6.6: Distribuicao (%) das vias metabolicas identificadas, de acordo com a classifi-

cagao do BioCyec.
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Tabela 6.2: Possiveis aplicacoes de vias metabolicas secundarias identificadas in silico

para o P. lutz.

Via

Possivel aplicagao

Betanidin degradation

A enzima peroxidase, que catalisa esta via, é usada no trata-
mento de contaminantes fenolicos na presenca de HaO2 [31].

Taxiphyllin bioactivation

A partir de glicosideos cianogénicos, ocorre a liberagao de
cianeto de hidrogénio, que desempenha um papel central no
sistema de defesa quimica nas plantas em interagoes planta-
inseto [26].

1D-myo-inositol hexa-
kisphosphate biosynthesis
I (from Ins(1,4,5)P3)

Em fungos, esta relacionada a regulacao da saida do mRNA
do nucleo celular [84].

N-acetylglucosamine degrada-
tion I

A N-acetilglucosamina é relativamente abundante na natu-
reza, sendo um componente da quitina e das paredes celula-
res dos fungos [2].

Mannitol degradation

O manitol é utilizado clinicamente em osmoterapia para re-
duzir a pressao intracraniana [72].

Betaxanthin biosynthesis

E um pigmento. As betaxantinas amarelo-laranja sio restri-
tas aos fungos [51].

Phenylethanol biosynthesis

Esté presente em boa parte das esséncias naturais de flores
e frutos. Pode ser usado como matéria-prima na producao
de perfumes com aromas de rosa ou com outras combinacoes
florais e na formagao de sabores artificiais [18].

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

Os mio-inositois contendo fosfolipidos estdo envolvidos no
controle de funcgoes celulares de eucariotos, incluindo algu-
mas vias de sinalizagdo intracelular e de varios regulado-
res, como hormonios, neurotransmissores e fatores de cresci-
mento [54].

zeaxanthin, antheraxanthin
and violaxanthin interconver-
sion

Sao carotendides, que nao podem ser sintetizados por ani-
mais e sdo uma fonte essencial de retindides e vitamina A.
A zeaxantina, por exemplo, esta ligada & redugao de catara-
tas. Nas plantas, através da dissipacao da luz solar, protege
contra o estresse fotooxidativo [15].

Geranylgeranyl-diphosphate
biosynthesis

Também conhecido como pirofosfato geranilgeranil, ou
GGPP, é um composto essencial envolvido na biossintese de
varios terpenos e terpenoéides, incluindo ubiquinonas e me-
naquinonas |78].

Mevalonate pathway

Em células eucaribticas, a via do mevalonato conduz a bi-
ossintese de esterol vegetal, da biossintese do ergosterol I e
dolicol, através da formagao de difosfato de farnesil (FPP).
O ergosterol é um dos principais constituintes da membrana
plasmatica em fungos [1].

Neurosporaxanthin bi-
osynthesis

E um apocarotenéide, um pigmento derivado de terpendides
proveniente de vias de carotendides. Geralmente o pigmento
¢ amarelo brilhante ou laranja [69].

Epoxysqualene biosynthesis

Esqualeno é um composto que atua como intermedidrio na
biossintese de esterdis. Esqualeno é uma alusao ao nome ci-
entifico para o tubarao (Squalus spp.), uma vez que o 6leo
de figado de tubarao é considerada a mais rica fonte de es-
qualeno. O esqualeno é abundante em muitos 6leos vegetais,
como o azeitd4doleo de palma, 6leo de gérmen de trigo [48].




Ambas 41.02%

Micélio 23.83%

Figura 6.7: Distribuigao de transcritos oriundos dos contigs e singlets do P. lutzii, sob as
formas de levedura, micélio e ambas as formas.

Tabela 6.3: Anotagoes propostas para enzimas antes anotadas como preditas ou hipoté-
ticas

Gene EC Anotacdo proposta

PAAG 05405 1.1.1.35 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase

PAAG 03986 1.11.1.7 peroxidase

PAAG_ 04175 1.11.1.7 peroxidase

PAAG 04128 1.14.13.7 phenol 2-monooxygenase

PAAG 00037 1.3.3.9 cytochrome P450 mooxygenase

PAAG 07667 2.3.1.135 phosphatidylcholine-retinol O-acyltransferase
PAAG 02729 4.2.1.28 aromatic-L-amino-acid decarboxylase
PAAG_ 06057 5.1.3.3  aldose 1l-epimerase

PAAG 00112 3.1.1.1  carboxylesterase
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I I Quick Search | Gene Search |
Searching Paracoccidioides sp. lutzii P01 change organism database

Home ‘ Search - | Genome ~ | Metabolism ~ | Analysis ~ | Help ~ |

Summary of Paracoccidioides sp. lutzii, Strain Pb01, version 2.0

Authors: Waldeyr M. C. da Sllva, IFG; Paulo Alavarez, UnB; Maria Emilia M. T. Walter, UnB

Replicon Total Genes |Protein Genes||[RNA Genes||Pseudogenes||Size (bp) ||NCBI Link
5197 Undiplayed Contes/Replicons| 81375137 [ ERENED
o | wwm[ s g oz, 48,159

Pathways: 335
Enzymatic Reactions:||2087|
Transport Reactions: 12
Polypeptides: 9140
Protein Complexes: 3
Enzymes: 1437
Transporters: 42
Transcription Units: 0
|[tRMAS: 0]

Taxonomic lineage: cellular organisms , Eukaryota , Opisthokonta , Fungi , Dikarya , Ascomycota , saccharomyceta , Pezizomycotina , leotiomyceta , Eurotiomycetes ,
Eurotiomycetidae , Onygenales , mitosporic Onygenales , Paracoccidioides , Paracoccidioides sp. lutzii , Paracoccidioides sp. lutzii Pb01

Unification Links: NCBI-Taxonomy: 502779

Genetic Code Number:
1 -- Standard

Figura 6.8: Exemplo da pagina com dados gerais da rede metabélica do P. lutzii na web.

= Pathways
+ - Activation/Inactivation/ Interconversion {4 instances)
—|-Biosynthesis (232 instances)
+ Amines and Pelyamines Biosynthesis (9 instances)
- Amino Acids Biosynthesis (48 instances)
- Amineacyl-tRNA Charging (2 instances)
- Aromatic Compounds Biosynthesis (6 instances)
- Carbohydrates Biosynthesis (13 instances)
i Cell Structures Biosynthesis (1 instances)

+
+
+
+
-_I-
+ Cofactors, Prosthetic Groups, Electron Carriers Biosynthesis (65 instances)
+ Fatty Acids and Lipids Biosynthesis (42 instances)

+ Hormones Biosynthesis (1 instances)

+ Metabolic Regulators Biosynthesis (1 instances)

+ Mucleosides and Nucleotides Biosynthesis (32 instances)

+

i Other Biosynthesis (6 instances)

Secondary Metabolites Biosynthesis (15 instances)
— -Nitrogen-Containing Secondary Compounds Biosynthesis (2 instances)
~. Alkaloids Biosynthesis (2 instances)
—-Betalaine Alkaloids Biosynthesis (2 instances)

betaxanthin biosynthesis

i betaxanthin biosynthesis (via dopamine)
+ - Phenylpropanoid Derivatives Biosynthesis (1 instances)
+-Sugar Derivatives Biosynthesis (4 instances)
+ - Terpenoids Biosynthesis (7 instances)
---acetaldehyde biosynthesis Il

-Degradation/Utilization/Assimilation (142 instances)

+
-+ Detoxification (7 instances)
+ - Generation of Precursor Metabolites and Energy (23 instances)

L P PR TR

Figura 6.9: Exemplo de navegagao pela rede metabolica através das classificagoes das vias

metabolicas.
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I | | Quick search | | Gene search |

Searching Paracoccidioides sp. lutzii Pb01 change organism database

Home | — | [— | [rI— ‘ Analysis ~ ‘ Help ~ |
I show operations

P wTe—— Paracoccidioides sp. lutzii Pb01 Pathway: betaxanthin ﬂ
—_—

biosynthesis

Show Predicted Enzymes + More Detail Less Detail

aromatic- L-aminn-
oH acid decarboxylase: aromatic-L-amino-acid decarboxylase (3279 nt)
aramatic- L-aming-

acid decarboxylase; aromatic-L-amino-acid decarboxylase (1635 nt) HO
oH 41128 O/\‘
MHZ*
(_\‘ Ho™ 3

dopamine

HEN P
0 H co,

L-dopa B
catechal O- -adenosyl-L-methionine

methyltransferase

techol O-methyltransfe a78nt
;awe:: ED methyltransferase n S-adenosyl-L-homocysteine
W

—0
spontaneous m
-— .
MH:
m Ho N

H betalamate J-methoxytyramine

a— o
= Ha0
o o
betaxanthin

Figura 6.10: Exemplo de exibicao da via metabolica de biossintese de betaxantina.

6.3 Discussao

Ciclo do Glioxilato

A ocorréncia do ciclo do glioxilato foi originalmente desboberta em bactéria [50]. Em
plantas, este ciclo esta envolvido no armazenamento de 6leos durante a germinacao das
sementes [12]. O ciclo do glioxilato é uma via metabolica alternativa ao ciclo do acido
citrico para oxidagao do acetato (actilCoA) em acidos dicarboxilicos (succinato, malato,
oxaloacetato). A via é essencialmente, uma versao modificada do ciclo do TCA I (pro-
cariotico). Estudos apontam que o ciclo do glioxilato é necessario para a viruléncia em
tanto da bactéria (M. tuberculosis) quanto do fungo (C. albicans) que podem sobreviver
no interior de um macrofago [53].

O ciclo do glioxilato ja foi descrito para o P. lutzii e pode ser inibido bloqueando a
disponibilidade de nutrientes, o que impede a sobrevivéncia dos agentes patogénicos no
interior do macrofago. Os compostos ja desenvolvidos que inibem a disponibilidade de
nutrientes, sao herbicidas como o glifosato. Neste caso os alvos s@o enzimas produzidas
por plantas, e nao por animais [53]. Como as enzimas do ciclo do glioxilato nao sao
encontradas em mamiferos, o que inclue o H sapiens, elas sao os principais alvos para

agentes anti-bacterianos e anti-fungicos [6, 53|.
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No ciclo do glioxilato, uma enzima chave, isocitrato liase (EC 4.1.3.1%), converte D-
threo-isocitrato para succinato e glioxilato. Uma segunda enzima, malato sintase (EC
2.3.3.9%), juntamente com uma segunda molécula de acetil-CoA obtida da via de decar-
boxilagao do piruvato, converte o glioxilato para a forma (S)-malato. Subsequentemente,
a a oxidagao do malato, catalisada pela dehidrogenase do malato (EC 1.1.1.37%) converte
(S)-malato em oxaloacetato. Neste ponto, o sucinato que foi convertido pela isocitrato
liase, pode ser retirado do ciclo e usado para a sintese de carbono da célula. Todas as
demais enzimas desta via s@o expressas por genes em ambas as formas (M/L), o que leva
a crer que esta via ocorre am qualquer uma das formas do P. [utzii. A Figura 6.11, foi

extraida de nossa rede metabélica e mostra esta via.

pyruvate decarboxylation 1o acetyl CoA

M
succinate acetyl-CoA

Iyoxylate H,0
_—p-glyoxyl — fa malate synthase:

\ malate synthase (1620 nt)
coenzyme A 2338
socitrate lyase: [socitrate lyase (1614 nt) o H =
socilrate lyase: milochondrial 2-methylisocitrate lyase (181810
4131

/

/

/
n-mmojsa:ilmm (S)-malate

| malate dehydrogenase: | —nap*
aconitate hydratase 1: aconitate hydratase (2403 nt) A malate dehydrogenase (986 nl) |
aconitale hydratase 1: 3-isopropylmalate dehydratase large subunit (2184 0t} HaO malata dehydroganase: \
[4.21.3] | malate defydrogenase (1023 nt) | g, NADH
11137 | H*

cis-acgnitate oxaloacetate

pyruvate decarboxylation to acetyl oA

acetyl-CoA
aconitate hydratase 1: aconi ;
aconitate hydratase 1: 3-isopropyimalat y s@ large subunit (2184 nt) Hy0 | "Hy0  citrate synthase: citrate synthase (1425 nt}
[4213] . 4 citrate synthase:
> _— coanzyme A 2-methylcitrate synthase (1410 nf)
+ 23322331

asa (2403 nt)

—cirate %

Figura 6.11: Via metabolica do cliclo do glioxilato.

Degradacao de Mannitol I

Dos dez hexitois existentes (allitol, D —altritol, L—altritol, D — sorbitol, L— sorbitol,
D — manitol, L — manitol, D —iditol, L — iditol e galactitol) apenas trés ocorrem natu-
ralmente: D — manitol, D — sorbitol (também conhecido como D — glucitol), e galactitol
(devido a simetria, D — galactitol e L — galactitol sao idénticos). O mannitol é o poliol
mais comum no reino fungi, sendo encontrado em quantidades abundantes em esporos,
micélios, esclerodios e corpos de frutificagdo [80]. O manitol pode assumir diferentes pa-
péis em diferentes fungos, por exemplo, em fungos como o Agaricus bisporus o manitol
pode representar entre 10% e 50% do seu peso. Estudos de Niehaus [64] mostraram que as

enzimas da via de biosintese de manitol sao expressas em resposta a presenca de glucose.

2Transcritos PAAG 06951 e PAAG 04549
3Transcrito PAAG 04542
1Transcritos PAAG 08449 e PAAG_ 00053
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® ocorre nos dois sentidos. Quando a molécula de D — manitol

A reacao desta via
é fosforilada, a molécula resultante é chamada de D — manitoll — fosfato. A enzima
mannitol-1-phosphate 5-dehydrogenase ( EC 1.1.1.17%) catalisa a redugao da frutose —
6 — fosfato para 1 — fosfatodemanitol utilizando o cofactor NADH. A Figura 6.12 foi
extraida de nossa rede metabodlica e mostra a via de degradacao do manitol. O Transcrito
que codifica a enzima desta foi expresso apenas sob a forma de micélio, o que indica que

esta via ocorre também apenas nesta forma.

*] H QH mannitol-1-phosphate O’—E—O OH

H B S-dehydrogenase: mannitol-1-phosphate 5-dehydrogenase (1167 nt) H o N
o—p—0 : 11117 5

| SN o — > 0 ( : > 4OH

o z / N

OH OH [ \ :
) NAD* H* < AN
D-mannitol 1-phosphate NADH HO OH

B-D-fructofuranose 6-phosphate

Figura 6.12: Via metabolica da degradacao de mannitol I.

Biossintese de Geranilgeranil di-fosfato

Nos tltimos anos, grande atencao tem sido dada aos compostos isoprendides, que in-
cluem nao s6 moléculas essenciais para a sobrevivéncia da célula, mas varios compostos
bioativos produzidos através do metabolismo secundéario [74]. All-trans-difosfato geranil-
geranil, também conhecido como pirofosfato geranilgeranil, ou GGPP) é um composto
essencial envolvido na biossintese de vérios terpenos e terpendides, incluindo ubiquinonas
e menaquinonas [78].

Terpenoides sao sintetizados pela condensacao consecutiva total de unidades de iso-
preno C5, tais como a enzima difosfato dimetilalilo (DMAPP) e isopentenil a enzima
difosfato (IPP) [79]. Os terpenodides sao classificados pela quantidade de unidades de
cinco carbonos presentes nas suas estruturas [79]. Durante o processo de alongamento da
unidade de isopreno, a enzima difosfato geranilgeranil (GGPP) sintase catalisa a terceira
reagao de condensagao do IPP para produzir GGPP (C20) [74]. GGPP ¢é o precursor
de di-terpenos e representa o ponto de ramificacao para muitos isoprendides importan-
tes tanto para metabolitos priméarios quanto para os metabolitos secundérios, como por
exemplo carotenodides. Multiplos genes tém sido descobertos para sintases de GGPP em
fungos filamentosos [74].

No P. lutzii duas sintases (EC 2.5.1.297) foram identificadas. Para o transcrito PAAG 00717,

que expressa a farnesyltranstransferase subunidade alfa, nao foi possivel identificar a forma

5D — mannitol 1 — phosphate + NAD(P)* <= 38— D — fructofuranose 6 — phosphate + NAD(P)H
+ HY

STranscrito PAAG 06473

"Genes PAAG 00717 e PAAG_ 00510
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em que ocorre. O transcrito PAAG 00510, que expressa a enzima geranylgeranyl py-
rophosphate synthase, ocorre exclusivamente sob a forma de levedura. Como esta via tem
apenas uma reacao catalisada por esta enzima, pode-se dizer que quando a reagao é catali-
sada pela enzima geranylgeranyl pyrophosphate synthase, a via ocorre exclusicamente sob
a forma de levedura no P. lutzii. A Figura 6.13 mostra a via extraida da rede metabolica

do P. lutzi.

trans, trans-famesyl diphosphate biosynthesis

v
oo N ~

[¢]

Q
Q—1—20

(2E,6 E)-farnesyl diphosphate

farnesyltransferase
alpha subunit (522 nt): farnesyltransferase alpha subunit (522 nt) _——isopentenyl diphosphate

geranylgeranyl diphosphate (
synthase, type Il A

geranylgeranyl pyrophosphate synthetase (1224 nt) \"‘diphosphate
25128

geranylgeranyl diphosphate

Figura 6.13: Via metabolica da biossintese de Geranilgeranil di-fosfato.
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Capitulo 7
Conclusao

A grande disponibilidade de dados oriundos de genomas, transcritomas, proteomas
e metabolomas trouxe novos desafios e possibilidades. O ntmero de genomas fingicos
completamente sequenciados estd em franco crescimento e cada vez mais disponiveis.
Além disso, dezenas de projetos de sequenciamento estao em andamento [30]. Um grande
desafio da pesquisa pos-genoma é explorar o complexo biologico de vias metabélicas de
um genoma, tal como sequéncias de DNA, sequéncias de proteinas e perfis de expressao
génica [82]. Um caminho para explorar esse complexo biologico é a reconstrugao de redes
metabolicas de organismos, especialmente de fungos, que sao organismos produtores de
metabolitos com diversas aplicacoes. A reconstrucao de redes metabodlicas é essencial para
analises de dados experimentais e estudos computacionais em Biologia de Sistemas [20].
Integrar o conhecimento em vias metabdlicas de uma rede em escala genomica permite
uma melhor compreensao de como os componentes individuais no sistema interagem e
influenciam as fungdes das células em geral [24].

As diversas ferramentas e bancos de dados disponiveis para anotacao, analise, predi¢ao
e organizagao de dados biolégicos foram utilizadas e convergiram no método proposto,
que se mostrou eficaz e eficiente na reconstrugao in silico de redes metabdlicas em fungos.
O método proposto neste trabalho para reconstrugao in silico de redes metabdlicas de
fungos, foi aplicado ao fungo P. lutzii, escolhido como estudo de caso. O método provou-
se eficaz porque foi efetivamente reconstruida a rede metabodlica para o fungo P. lutzii
como estudo de caso e estd disponivel na web. O método, também ¢é eficiente, porque
uma vez alimentado o banco de dados com os dados de entrada, a reconstrugao da rede
torna-se mais rapida quando comparada ao tempo de um ano ou mais como indicado em
Forster et al. [24]. Além disso, o método proposto abrange um pipeline especifico para
metabolismo secundario em fungos. A rede reconstruida avangou o conhecimento das vias
em relagao a Alvarez [3], parte devido a atualizac¢do constante dos dados provenientes dos

bancos de dados consultados (KEGG e BioCyc), parte devido & insergao de um pipeline
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especifico para metabolismo secundério.

Em comparagao as outras redes reconstruidas para o P. lutzii |3, 85|, nossa rede difere-
se em dois aspectos. O primeiro é que as demais redes reconstruidas nao tém informacgao
explicita sobre a forma dos genes que a compoem (Micélio/Levedura). E fato que essa
informagao nao esta disponivel para todo o conjunto dos genes, mas é conhecida para
um subconjunto muito expressivo. Outro aspecto em que nossa rede difere das demais
conhecidas é na cura alcancada com um pipeline de anotagao abrangente. As reagoes que
compoem as vias podem ser encontradas, sem excecao, no MetaCyc, que é um banco de
dados nao-redundante de vias metabodlicas com evidéncias experimentais.

Algumas vias do P. [utzii tem especial importancia, conforme a literatura, e trés delas
foram selecionadas para um breve discussao, a fim de mostrar a importancia de conhecer

o metabolismo dos organismos.

7.1 Contribuicoes

As duas contribuicoes deste trabalho foram o método para reconstrucgao in silico de
redes metabolicas em fungos com pipeline especifico para metabolismo secundario e o
estudo de caso da rede metabodlica do P. lutzii reconstruida e disponivel na web.

Quanto as limitacoes, o método exige um esforco de instalar e utilizar ferramentas e

bancos de dados, o que demanda conhecimento computacional.

7.2 Trabalhos futuros

O método tem algumas lacunas, como o grande nimero de gaps em reagoes vinculadas
ou nao a uma via metabodlica. No estudo de caso, 310 enzimas das vias metabodlicas nao
foram identificadas no genoma. Uma abordagem mais aprofundada poderia revelar novas
enzimas candidatas, por exemplo, o FBA (Flux Balance Analysis), amplamente utilizado
para estudar redes bioquimicas. O FBA calcula o fluxo de metabélitos da rede metabdlica,
tornando possivel prever a taxa de crescimento de um organismo ou a taxa de produgao
de um metabolito biotecnologicamente importante [67].

Outro projeto importante, seria a criacao de uma interface amigavel para alimentar o
banco de dados relacional, bem como o ajuste do seu modelo para suportar mais de um

organismo, além da aplicagao de técnicas de tuning de desempenho no SGBD.
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Tabela com as vias de metabolismo
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Vias de degradagao de metabdlitos secundarios

Classificacao

Via metabélica

Degradation-Utilization-Assimilation — Secondary Metabo- lites Degradation —
Nitrogen Containing Secondary Com- pounds Degradation — Alkaloids Degradation

betanidin degradation

Degradation-Utilization-Assimilation — Secondary Metabo- Iites Degradation —
Nitrogen Containing Secondary Com- pounds Degradation — Nitrogen Containing

taxiphyllin bioactivation

Degradation-Utilization-Assimilation — Secondary Metabo- Iites Degradation —
Sugar Derivatives Degradation — Cy- clitols Degradation

ID-myo-inositol hexakisphosphate biosynthesis I (from
Ins(1.4,5)P3)

Degradation-Utilization-Assimilation — Secondary Metabo- Iites Degradation —
Sugar Derivatives Degradation — N- acetylglucosamine degradation

N-acetylglucosamine degradation I

Degradation-Utilization-Assimilation — Secondary Metabo- Iites Degradation —
Sugar Derivatives Degradation — Sugar Alcohols Degradation

mannitol deagradation I

Vias de sintese de metabolitos secundarios

Classificacao

Via metabolica

Biosynthesis — Secondary Metabolites Biosynthesis — Nitrogen-Containing
Secondary Compounds Bi- osynthesis — Alkaloids Biosynthesis — Betalaine Al-

betaxanthin biosynthesis

Biosynthesis — Secondary Metabolites Biosynthesis — Nitrogen-Containing
Secondary Compounds Bi- osynthesis — Alkaloids Biosynthesis — Betalaine Al-

betaxanthin biosynthesis (via dopa- mine)

Biosynthesis — Secondary Metabolites Biosynthesis — PhenylIpropanoid
Derivatives Biosynthesis

phenylethanol biosynthesis

Biosynthesis — Secondary Metabolites Biosynthesis — Sugar Derivatives
Biosynthesis — Cyclitols Biosynthe- sis

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

Biosynthesis — Secondary Metabolites Biosynthesis — Sugar Derivatives
Biosynthesis — Cyclitols Biosynthe- sis

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

Biosynthesis — Secondary Metabolites Biosynthesis — Sugar Derivatives
Biosynthesis — Cyclitols Biosynthe- sis — myo-Inositol Biosynthesis

myo-inositol biosynthesis

Biosynthesis — Secondary Metabolites Biosynthesis — Sugar Derivatives
Biosynthesis — Cyclitols Biosynthe- sis — Phytate Biosynthesis

ID-myo-inositol hexakisphosphate biosynthesis T (from
Ins(1.,4,5)P3)

Biosynthesis — Secondary Metabolites Biosynthesis — Terpenoids Biosynthesis —
Carotenoids Biosynthesis

zeaxanthin, antheraxanthin and violaxanthin
interconversion

Biosynthesis — Secondary Metabolites Biosynthesis — Terpenoids Biosynthesis —
Diterpenoids Biosynthesis

superpathway of geranylgeranyl-diphosphate biosynthesis
I (via mevalonate)

Biosynthesis — Secondary Metabolites Biosynthesis — Terpenoids Biosynthesis —
Hemiterpenes Biosynthesis — Isopentenyl Diphosphate Biosynthesis

mevalonate pathway I

Biosynthesis — Secondary Metabolites Biosynthesis — Terpenoids Biosynthesis —
Monoterpenoids Bi- osynthesis — Linalool Biosynthesis

superpathway of linalool biosynthesis

Biosynthesis — Secondary Metabolites Biosynthesis — Terpenoids Biosynthesis —
Tetraterpenoids Biosynthesis

zeaxanthin, antheraxanthin and violaxanthin
interconversion

Biosynthesis — Secondary Metabolites Biosynthesis — Terpenoids Biosynthesis —
Tetraterpenoids Biosynthesis — Apocarotenoids Biosynthesis

neurosporaxanthin biosynthesis

Biosynthesis — Secondary Metabolites Biosynthesis — Terpenoids Biosynthesis —
Triterpenoids Biosynthesis

epoxysqualene biosynthesis

Biosynthesis — Secondary Metabolites Biosynthesis — Terpenoids Biosynthesis —
Triterpenoids Biosynthesis

plant sterol biosynthesis




Anexo B

Tabela de reacoes com gaps e as vias

metaboélicas onde ocorrem
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all-trans-lycopene + an oxidized electron acceptor — all-trans-3 4-didehydrolycopene + a

reduced electron acceptor 1.3.99.30 neurosporaxanthin biosynthesis

all-trans-3 4-didehydrolycopene — apo-4'-lycopenal [none] neurosporaxanthin biosynthesis

apo-4'-lycopenoate — neurosporaxanthin 2.5.1.- neurosporaxanthin biosynthesis

all-trans-3 4-didehydrolycopene — torulene 2.5.1.- neurosporaxanthin biosynthesis

torulene + oxygen — 4'-apo-f-carotenal + 3-methyl-2-butenal 1.13.11.59 neurosporaxanthin biosynthesis

4'-apo-f-carotenal + NAD+ + H20 — neurosporaxanthin + NADH + 2 H+ 1.2.1.82 neurosporaxanthin biosynthesis

all-trans-hexaprenyl diphosphate + 4-aminobenzoate — 3-hexaprenyl-4-aminobenzoate +

diphosphate 2.5.1.- ubiquinol-6 biosynthesis from 4-aminobenzoate (eukaryotic)
3-hexaprenyl-4-aminobenzoate + NADPH + oxygen + H+ — 3-hexaprenyl-4-amino-5-

hydroxybenzoate + NADP+ + H20 1.14.13.- ubiquinol-6 biosynthesis from 4-aminobenzoate (eukaryotic)
3-hexaprenyl-4-amino-5-hydroxybenzoate + S-adenosyl-L-methionine — 3-hexaprenyl-4-

amino-5-methoxybenzoate + S-adenosyl-L-homocysteine + H+ 2.1.1.- ubiquinol-6 biosynthesis from 4-aminobenzoate (eukaryotic)
3-hexaprenyl-4-amino-5-methoxybenzoate + H+ — 2-hexaprenyl-6-methoxyaminobenzene

+CO2 4.1.1.- ubiquinol-6 biosynthesis from 4-aminobenzoate (eukaryotic)
2-hexaprenyl-6-methoxyaminobenzene + NADPH + oxygen + H+ — 2-hexaprenyl-6-

methoxyaminophenol + NADP+ + H20 1.14.13.- ubiquinol-6 biosynthesis from 4-aminobenzoate (eukaryotic)
2-hexaprenyl-6-methoxyaminophenol + S-adenosyl-L-methionine — 2-hexaprenyl-3-

methyl-6-methoxyaminophenol + S-adenosyl-L-homocysteine + H+ 2.1.1.- ubiquinol-6 biosynthesis from 4-aminobenzoate (eukaryotic)
2-hexaprenyl-6-methoxyaminophenol + H+ + H20 — 2-methoxy-6-all trans-hexaprenyl-2-

methoxy-1.4-benzoquinol + ammonium 3.599.- ubiquinol-6 biosynthesis from 4-aminobenzoate (eukaryotic)
2-hexaprenyl-3-methyl-6-methoxyaminophenol + H+ + H20 — 6-methoxy-3-methyl-2-all-

trans-hexaprenyl-1 4-benzoquinol + ammonium 3.5.99.- ubiquinol-6 biosynthesis from 4-aminobenzoate (eukaryotic)
di-homo-y-linolenate + a reduced electron acceptor + oxygen — arachidonate + an oxidized

electron acceptor + 2 H20 1.14.19.- docosahexanoate biosynthesis I

malonyl-CoA + vy-linolenoyl-CoA + H+ — 3-oxo-dihomo y-linolenoyl-CoA + CO2 +

coenzyme A 23.1- docosahexanoate biosynthesis I

3-hydroxy-dihomo y-linolenoyl-CoA — dihomo v-linolenoyl-2-enoyl-CoA + H20 42.1.- docosahexanoate biosynthesis I

dihomo y-linolenoyl-2-enoyl-CoA + NADH + H+ — dihomo y-linolenoyl-CoA + NAD+ 13.1- docosahexanoate biosynthesis I

3-oxo-dihomo y-linolenoyl-CoA + NAD(P)H + H+ — 3-hydroxy-dihomo y-linolenoyl-CoA

+ NAD(P)+ 1.1.1.- docosahexanoate biosynthesis I

dihomo y-linolenoyl-CoA + H20 — di-homo-y-linolenate + coenzyme A + H+ 3.122 docosahexanoate biosynthesis I

arachidonate + a reduced electron acceptor + oxygen — eicosapentaenoate + an oxidized

electron acceptor + 2 H20 1.14.19.- docosahexanoate biosynthesis I

L-saccharopine + NADP+ + H20 « L-lysine + 2-oxoglutarate + NADPH + H+ 1.5.1.8 lysine degradation IT

L-saccharopine + NAD+ + H20 — L-glutamate + (S)-2-amino-6-oxohexanoate + NADH +

H+ 1.5.19 lysine degradation II

2-oxoadipate + coenzyme A + NAD+ — CO2 + glutaryl-CoA + NADH [none] lysine degradation IT

selenite + AMP + glutathione disulfide + 3 H+ < adenosine 5'-phosphoselenate + 2

glutathione 1849 selenate reduction

glutathioselenol + NADPH + 2 H+ — hydrogen selenide + glutathione + NADP+ [none] selenate reduction

selenodiglutathione + NADPH — glutathioselenol + glutathione + NADP+ [none] selenate reduction

sphingosine + ATP — sphingosine 1-phosphate + ADP + H+ [none] sphingosine and sphingosine-1-phosphate metabolism
sphingosine 1-phosphate — 2-trans-hexadecenal + phosphoryl-ethanolamine 432 sphingosine and sphingosine-1-phosphate metabolism
sphingosine 1-phosphate + H20 — sphingosine + phosphate [none] sphingosine and sphingosine- 1-phosphate metabolism
palmitaldehyde + NADP+ «— 2-trans-hexadecenal + NADPH + H+ 13.1.27 sphingosine and sphingosine-1-phosphate metabolism
UDP-a-D-galactose + an N-acetyl-f-D-glucosaminyl-R — f3-D-galactosyl-(1—4)-N-acetyl-

[3-D-glucosaminyl-R + UDP + H+ 24.1.38 terminal O-glycans residues modification

GDP-L-fucose + 3-D-galactosyl-(1—4)-N-acetyl-B-D-glucosaminyl-R — Lewis x epitope +

GDP + H+ 24.1.152 terminal O-glycans residues modification
UDP-a-D-galactose + [3-D-galactosyl-(1—4)-N-acetyl-f3-D-glucosaminyl-R — a-D-

galactosyl-(1,3)-B-D-galactosyl-(1 4)-N-acetyl-D-glucosaminyl-R + UDP + H+ 24.1.87 terminal O-glycans residues modification
N-acetylneuraminyl-(2—3)-f-D-galactosyl-(1—4)-N-acetyl-3-D-glucosaminyl-R + CMP +

H+ 2.4.99.6 terminal O-glycans residues modification
N-acetyl-B-D-glucosaminyl-1,3-3-D-galactosyl-1,4-N-acetyl-B-D-glucosaminyl-R + UDP +

H+ 24.1.149 terminal O-glycans residues modification
CMP-N-acetyl-B-neuraminate + {3-D-galactosyl-(1—4)-N-acetyl-p-D-glucosaminyl-R — a-
N-acetylneuraminyl-2,6-8-D-galactosyl-(1—4)-N-acetyl-B-D-glucosaminyl-R + CMP + H+ | 2.4.99.1 terminal O-glycans residues modification




UDP-a-D-galactose + N-acetyl-f3-D-glucosaminyl-1,3-3-D-galactosyl-1 4-N-acetyl-3-D-

glucosaminyl-R — i antigen + UDP + H+ 24.1.38 terminal O-glycans residues modification
acetyl-p-D-glucosaminyl-(1,3)-p-D-galactosyl-(1,4)-N-acetyl-p-D-glucosaminyl-R — I

antigen + UDP + H+ 24.1.38 terminal O-glycans residues modification
succinyl-CoA + acetyl-CoA « 3-oxoadipyl-CoA + coenzyme A 2.3.1.174 phenylacetate degradation I (aerobic)
phenylacetyl-CoA + NADPH + oxygen + H+ — 2-(1,2-epoxy-1,2-dihydrophenyl)acetyl-

CoA + NADP+ + H20 1.14.13.149 phenylacetate degradation I (aerobic)
2 .3-didehydroadipyl-CoA + acetyl-CoA « 3-o0xo0-5,6-didehydrosuberyl-CoA + coenzyme A | 2.3.1.223 phenylacetate degradation I (aerobic)
2-(1,2-epoxy-1,2-dihydrophenyl)acetyl-CoA — 2-oxepin-2(3H)-ylideneacetyl-CoA 5.3.3.18 phenylacetate degradation I (aerobic)
2-oxepin-2(3H)-ylideneacetyl-CoA + H20 — 3-oxo0-5,6-didehydrosuberyl-CoA

semialdehyde 33.2.12 phenylacetate degradation I (aerobic)
3-0x0-5,6-didehydrosuberyl-CoA semialdehyde + NADP+ + H20 — 3-0x0-5.,6-

didehydrosuberyl-CoA + NADPH + 2 H+ 1.17.1.7 phenylacetate degradation I (aerobic)
phenylacetate + ATP + coenzyme A — phenylacetyl-CoA + AMP + diphosphate 6.2.1.30 phenylacetate degradation I (aerobic)
galactitol + NAD+ <> L-xylo-3-hexulose + NADH + H+ 1.1.1.- galactose degradation IV
L-xylo-3-hexulose + a reduced electron acceptor «<» D-sorbitol + an oxidized electron

acceptor [none] galactose degradation IV

galactitol + an oxidized electron acceptor <> keto-L-sorbose + a reduced electron acceptor [ [none] galactose degradation IV

D-sorbitol + NADP+ «— keto-L-sorbose + NADPH + H+ 1.1.1.289 galactose degradation IV
L-xylo-3-hexulose <> keto-L-sorbose [none] galactose degradation IV
B-D-fructofuranose + ATP — [3-D-fructofuranose 6-phosphate + ADP + H+ 2714 galactose degradation IV

a 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4,5-bisphosphate + H20 — a 1-phosphatidyl-1D-myo-

inositol 5-phosphate + phosphate 3.13.78 3-phosphoinositide degradation

a l-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4,5-bisphosphate + H20 — a 1-phosphatidyl-1D-myo-

inositol 4-phosphate + phosphate 3.1.3.36 3-phosphoinositide degradation
1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3,4,5-trisphosphate + H20 — a 1-phosphatidyl-1D-myo-

inositol 3 4-bisphosphate + phosphate 3.1.3.86 3-phosphoinositide degradation

a l-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3 4-bisphosphate + H20 — a 1-phosphatidyl-1D-myo-

inositol 3-phosphate + phosphate 3.1.3.66 3-phosphoinositide degradation

a 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3-phosphate + H20 — an L-1-phosphatidyl-inositol +

phosphate 3.1.3.64 3-phosphoinositide degradation

a I-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate + H20 — an L-1-phosphatidyl-inositol +

phosphate 3.1.3.- 3-phosphoinositide degradation

a 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 5-phosphate + H20 — an L-1-phosphatidyl-inositol +

phosphate 3.13.- 3-phosphoinositide degradation
4-hydroxy-2-nonenal-glutathione conjugate + H20 — 4-hydroxy-2-nonenal-[Cys-Gly]

conjugate + L-glutamate 34.199 4-hydroxy-2-nonenal detoxification
4-hydroxy-2-nonenal-[Cys-Gly] conjugate + H20 — 4-hydroxy-2-nonenal-[L-Cys]

conjugate + glycine 34.11.2 4-hydroxy-2-nonenal detoxification
4-hydroxy-2-nonenal-[L-Cys] conjugate + acetyl-CoA — 4-hydroxy-2-nonenal-N-acetyl-L-

cysteine + coenzyme A + H+ 2.3.1.80 4-hydroxy-2-nonenal detoxification
2-methoxy-6-(all-trans-nonaprenyl)phenol + 2 H+ + oxygen — 2-methoxy-6-all trans-

nonaprenyl-2-methoxy-1 ,4-benzoquinol + H20 1.14.3.- ubiquinol-9 biosynthesis (eukaryotic)
S-adenosyl-L-methionine + 3-demethylubiquinol-9 — S-adenosyl-L-homocysteine +

ubiquinol-9 + H+ 2.1.1.64 ubiquinol-9 biosynthesis (eukaryotic)
6-methoxy-3-methyl-2-all-trans-nonaprenyl- 1 4-benzoquinol + a reduced electron acceptor

+ oxygen — an oxidized electron acceptor + 3-demethylubiquinol-9 + H20 1.14.-- ubiquinol-9 biosynthesis (eukaryotic)
3-nonaprenyl-4-hydroxybenzoate + NADPH + oxygen + H+ — 3 4-dihydroxy-5-all-trans-

nonaprenylbenzoate + NADP+ + H20 1.14.13.- ubiquinol-9 biosynthesis (eukaryotic)
3-methoxy-4-hydroxy-5-all-trans-nonaprenylbenzoate + H+ — 2-methoxy-6-(all-trans-

nonaprenyl)phenol + CO2 4.1.1.- ubiquinol-9 biosynthesis (eukaryotic)
all-trans-nonapreny! diphosphate + 4-hydroxybenzoate — 3-nonaprenyl-4-hydroxybenzoate

+ diphosphate 2.5.1.39 ubiquinol-9 biosynthesis (eukaryotic)
2-methoxy-6-(all-trans-heptaprenyl)phenol + NADPH + oxygen + H+ — 2-methoxy-6-all

trans-heptaprenyl-2-methoxy-1 4-benzoquinol + NADP+ + H20 1.14.13.- ubiquinol-7 biosynthesis (eukaryotic)
6-methoxy-3-methyl-2-all-trans-heptaprenyl-14-benzoquinol + NADPH + oxygen + H+ —

3-demethylubiquinol-7 + NADP+ + H20 1.14.13.- ubiquinol-7 biosynthesis (eukaryotic)
all-trans-heptaprenyl diphosphate + 4-hydroxybenzoate — 3-heptaprenyl-4-

hydroxybenzoate + diphosphate 2.5.1.39 ubiquinol-7 biosynthesis (eukaryotic)
S-adenosyl-L-methionine + 3-demethylubiquinol-7 — S-adenosyl-L-homocysteine +

ubiquinol-7 + H+ 2.1.1.64 ubiquinol-7 biosynthesis (eukaryotic)
3-methoxy-4-hydroxy-5-all-trans-heptaprenylbenzoate + H+ — 2-methoxy-6-(all-trans-

heptaprenyl)phenol + CO2 4.1.1.- ubiquinol-7 biosynthesis (eukaryotic)
3-heptaprenyl-4-hydroxybenzoate + NADPH + oxygen + H+ — 3 4-dihydroxy-5-all-trans-

heptaprenylbenzoate + NADP+ + H20 1.14.13.- ubiquinol-7 biosynthesis (eukaryotic)
2-methoxy-6-(all-trans-decaprenyl)phenol + NADPH + oxygen + H+ — 2-methoxy-6-all

trans-decaprenyl-2-methoxy-1,4-benzoquinol + NADP+ + H20 1.14.13.- ubiquinol-10 biosynthesis (eukaryotic)
6-methoxy-3-methyl-2-all-trans-decaprenyl- 1 4-benzoquinol + a reduced electron acceptor

+ oxygen — an oxidized electron acceptor + 3-demethylubiquinol-10 + H20 1.14.-.- ubiquinol-10 biosynthesis (eukaryotic)
S-adenosyl-L-methionine + 3-demethylubiquinol-10 — S-adenosyl-L-homocysteine +

ubiquinol-10 + H+ 2.1.1.64 ubiquinol-10 biosynthesis (eukaryotic)
all-trans-decaprenyl diphosphate + 4-hydroxybenzoate — 3-decaprenyl-4-hydroxybenzoate

+ diphosphate 2.5.1.39 ubiquinol-10 biosynthesis (eukaryotic)




3-decaprenyl-4-hydroxybenzoate + NADPH + oxygen + H+ — 3 4-dihydroxy-5-all-trans-

decaprenylbenzoate + NADP+ + H20 1.14.13.- ubiquinol-10 biosynthesis (eukaryotic)
3-methoxy-4-hydroxy-5-all-trans-decaprenylbenzoate + H+ — 2-methoxy-6-(all-trans-
decaprenyl)phenol + CO2 4.1.1.- ubiquinol-10 biosynthesis (eukaryotic)
eicosatrienoate + a reduced electron acceptor + oxygen — eicosatetraenoate + an oxidized
electron acceptor + 2 H20 [none] docosahexanoate biosynthesis 11
eicosatetraenoate + a reduced electron acceptor + oxygen — eicosapentaenoate + an
oxidized electron acceptor + 2 H20 1.14.19.- docosahexanoate biosynthesis 11
all-cis-7,10,13,16,19-docosapentaenoate + a reduced electron acceptor + oxygen —
docosahexaenoate + an oxidized electron acceptor + 2 H20 [none] docosahexanoate biosynthesis I, docosahexanoate biosynthesis I1
eicosatrienoyl-2-enoyl CoA + NADH + H+ — eicosatrienoyl-CoA + NAD+ 13.1.- docosahexanoate biosynthesis 11
3-hydroxy-eicosatrienoyl-CoA — eicosatrienoyl-2-enoyl CoA + H20 4.2.1.- docosahexanoate biosynthesis 11
eicosatrienoyl-CoA + H20 — eicosatrienoate + coenzyme A + H+ 3.1.2.- docosahexanoate biosynthesis 11
a-linolenoyl-CoA + malonyl-CoA + H+ — 3-oxo-eicosatrienoyl-CoA + CO2 + coenzyme A | [none] docosahexanoate biosynthesis 1T
eicosapentaenoyl-CoA + malonyl-CoA + H+ — 3-oxo-docosapentaenoyl-CoA + CO2 +
coenzyme A [none] docosahexanoate biosynthesis I, docosahexanoate biosynthesis 11
3-hydroxy-docosapentaenoyl-CoA — (5Z.8Z,11Z,14Z,17Z)-eicosapenta-5,8,11,14,17-enoyl
CoA + H20 4.2.1.- docosahexanoate biosynthesis I, docosahexanoate biosynthesis IT
(528Z,11Z2,14Z,17Z)-eicosapenta-5,8,11,14,17-enoyl-CoA + 2 H+ — docosapenta-
7,10,13,16,19-enoyl-CoA 1.3.1.- docosahexanoate biosynthesis I, docosahexanoate biosynthesis 11
docosapenta-7,10,13,16,19-enoyl-CoA + H20 — all-cis-7,10,13,16,19-docosapentaenoate +
coenzyme A + H+ 3.1.2.- docosahexanoate biosynthesis I, docosahexanoate biosynthesis 11
9-cis, 11-trans-octadecadienoyl-CoA + 2 coenzyme A + 2 NAD+ + 2 oxygen + 2 H20 — 5- 9-cis, 11-trans-octadecadienoyl-CoA degradation (isomerase-
cis, 7-trans-tetradecadienoyl-CoA + 2 acetyl-CoA + 2 hydrogen peroxide + 2 NADH + 2 H+| [none] dependent, yeast)
2-trans, 5-cis, 7-trans-tetradecatrienoyl-CoA + H20 — 3-hydroxy- 5-cis, 7-trans- 9-cis, 11-trans-octadecadienoyl-CoA degradation (isomerase-
tetradecadienoyl-CoA 4.2.1.119 dependent, yeast)
3-hydroxy- 5-cis, 7-trans-tetradecadienoyl-CoA + NAD+ — 5-cis, 7-trans-3-oxo- 9-cis, 11-trans-octadecadienoyl-CoA degradation (isomerase-
tetradecadienoyl-CoA + NADH + H+ 1.1.1.- dependent, yeast)

9-cis, 11-trans-octadecadienoyl-CoA degradation (isomerase-
3-cis, 5-trans-dodecadienoyl-CoA — 2-trans, 5-trans-dodecadienoyl-CoA 533.- dependent, yeast)

9-cis, 11-trans-octadecadienoyl-CoA degradation (isomerase-
2-trans, 5-trans-dodecadienoyl-CoA + H20 — 3-hydroxy-5-trans-dodecenoyl-CoA 4.2.1.119 dependent, yeast)
3-hydroxy-5-trans-dodecenoyl-CoA + NAD+ — 5-trans-3-oxo-dodecenoyl-CoA + NADH + 9-cis, 11-trans-octadecadienoyl-CoA degradation (isomerase-
H+ 1.1.1.- dependent, yeast)

9-cis, 11-trans-octadecadienoyl-CoA degradation (isomerase-
3-trans-decenoyl-CoA — trans-A2-decenoyl-CoA 53.3.- dependent, yeast)
L-lactaldehyde + NADP+ <« methylglyoxal + NADPH + H+ 1.1.1.283 methylglyoxal degradation V
L-lactaldehyde + NAD+ + H20 — (S)-lactate + NADH + 2 H+ 12.1.22 methylglyoxal degradation V
D-myo-inositol (1.4)-bisphosphate + H20 — 1D-myo-inositol 4-monophosphate +
phosphate 3.1.3.57 D-myo-inositol (1.4,5)-trisphosphate degradation
D-myo-inositol (1.4.,5)-trisphosphate + H20 — D-myo-inositol (1,4)-bisphosphate +
phosphate 3.1.3.56 D-myo-inositol (1.4,5)-trisphosphate degradation
2-0x0-4-hydroxy-4-carboxy-5-ureidoimidazoline + H+ — (S)-(+)-allantoin + CO2 4.1.1.h urate degradation to allantoin I
5-hydroxyisourate + H20 — 2-oxo0-4-hydroxy-4-carboxy-5-ureidoimidazoline + H+ 352.17 urate degradation to allantoin I
L-arabitol + NAD+ < L-xylulose + NADH + H+ 1.1.1.12 L-arabinose degradation IT
xylitol + NADP+ <> L-xylulose + NADPH + H+ 1.1.1.10 L-arabinose degradation II
cellulose + n H20 — n a cellodextrin 3214 cellulose degradation IT (fungi)
a cellodextrin + n H20 — n 3-D-cellobiose 32.191 cellulose degradation II (fungi)
a phosphatidyl-N-methylethanolamine + S-adenosyl-L-methionine — a phosphatidyl-N-
dimethylethanolamine + S-adenosyl-L-homocysteine + H+ 2.1.1.71 phosphatidylcholine biosynthesis V
a phosphatidyl-N-dimethylethanolamine + S-adenosyl-L-methionine — a
phosphatidylcholine + S-adenosyl-L-homocysteine + H+ 2.1.1.71 phosphatidylcholine biosynthesis V
26,27-dehydrozymosterol + methanol + S-adenosyl-L-methionine + H+ — 24-alkyl sterol 2
+ S-adenosyl-L-homocysteine + methyl-group [none] 26,27-dehydrozymosterol metabolism
26,27-dehydrozymosterol + methanol + S-adenosyl-L-methionine + H+ — 24-alkyl sterol 3
+ S-adenosyl-L-homocysteine + methyl-group [none] 26,27-dehydrozymosterol metabolism
4-guanidinobutyrate + H20 — urea + 4-aminobutanoate 3537 arginine degradation X (arginine monooxygenase pathway)
L-arginine + oxygen — 4-guanidinobutyramide + CO2 + H20 1.13.12.1 arginine degradation X (arginine monooxygenase pathway)
2-0x0-4-methylthiobutanoate + H+ — 3-methylthiopropanal + CO2 [none] methionine degradation IIT
L-methionine + 2-oxo-3-phenylpropanoate <> 2-oxo-4-methylthiobutanoate + L-
phenylalanine 2.6.1.28 methionine degradation 111
a sphingoid base + ATP — a sphingoid 1-phosphate + ADP + H+ [none] ceramide degradation
a sphingoid 1-phosphate — phosphoryl-ethanolamine + an aldehyde [none] ceramide degradation
a-D-glucose 1-phosphate + H20 — D-glucopyranose + phosphate 3.1.3.10 glucose and glucose-1-phosphate degradation




an ubiquinone + D-glucopyranose[out] — an ubiquinol + D-glucono-1,5-lactone[out] 1.1.5.2 glucose and glucose-1-phosphate degradation
6-methoxy-3-methyl-2-all-trans-octaprenyl- 1 ,4-benzoquinol + a reduced electron acceptor +
oxygen — an oxidized electron acceptor + 3-demethylubiquinol-8 + H20 1.14.-- ubiquinol-8 biosynthesis (eukaryotic)
2-methoxy-6-(all-trans-octaprenyl)phenol + NADPH + oxygen + H+ — 2-methoxy-6-all
trans-octaprenyl-2-methoxy-1.,4-benzoquinol + NADP+ + H20 1.14.13.- ubiquinol-8 biosynthesis (eukaryotic)
all-trans-octaprenyl diphosphate + 4-hydroxybenzoate — 3-octaprenyl-4-hydroxybenzoate +
diphosphate 2.5.1.39 ubiquinol-8 biosynthesis (eukaryotic)
chorismate — 4-hydroxybenzoate + pyruvate 4.1.3.40 ubiquinol-8 biosynthesis (eukaryotic)
3-octaprenyl-4-hydroxybenzoate + NADPH + oxygen + H+ — 3 4-dihydroxy-5-all-trans-
octaprenylbenzoate + NADP+ + H20 1.14.13.- ubiquinol-8 biosynthesis (eukaryotic)
3-methoxy-4-hydroxy-5-all-trans-octaprenylbenzoate + H+ — 2-methoxy-6-(all-trans-
octaprenyl)phenol + CO2 4.1.1.- ubiquinol-8 biosynthesis (eukaryotic)
sphinganine + NADPH + H+ + oxygen — phytosphingosine + NADP+ + H20 1.14.13.169 sphingolipid biosynthesis (yeast)
an o hydroxyphytoceramide + an L-1-phosphatidyl-inositol — an inositol-phospho-a
hydroxyphytoceramide + a 1,2-diacyl-sn-glycerol 2.7.1.- sphingolipid biosynthesis (yeast)
an inositol-phospho-a hydroxyphytoceramide + GDP-a-D-mannose — a mannosyl-inositol-
phospho-a hydroxyphytoceramide + GDP + H+ 24.1- sphingolipid biosynthesis (yeast)
a mannosyl-inositol-phospho-a hydroxyphytoceramide + an L-1-phosphatidyl-inositol — a
mannosyl-diphosphoinositol-a hydroxyphytoceramide + a 1,2-diacyl-sn-glycerol 2.7.1.-- sphingolipid biosynthesis (yeast)
a phytoceramide + a ferrocytochrome b5 + oxygen + 2 H+ — an a hydroxyphytoceramide +
a ferricytochrome b5 + H20 1.14.19.- sphingolipid biosynthesis (yeast)
3-hexaprenyl-4-hydroxybenzoate + NADPH + oxygen + H+ — 3 4-dihydroxy-5-all-trans-
hexaprenylbenzoate + NADP+ + H20 1.14.13.- ubiquinol-6 biosynthesis from 4-hydroxybenzoate (eukaryotic)
3-methoxy-4-hydroxy-5-all-trans-hexaprenylbenzoate + H+ — 2-hexaprenyl-6-
methoxyphenol + CO2 4.1.1.- ubiquinol-6 biosynthesis from 4-hydroxybenzoate (eukaryotic)
2-hexaprenyl-6-methoxyphenol + NADPH + oxygen + H+ — 2-methoxy-6-all trans-
hexaprenyl-2-methoxy-1,4-benzoquinol + NADP+ + H20 1.14.13.- ubiquinol-6 biosynthesis from 4-hydroxybenzoate (eukaryotic)
6-methoxy-3-methyl-2-all-trans-hexaprenyl-1 4-benzoquinol + a reduced electron acceptor ubiquinol-6 biosynthesis from 4-aminobenzoate (eukaryotic),
+ oxygen — 3-demethylubiquinol-6 + an oxidized electron acceptor + H20 1.14.- - ubiquinol-6 biosynthesis from 4-hydroxybenzoate (eukaryotic)
3-demethylubiquinol-6 + S-adenosyl-L-methionine — S-adenosyl-L-homocysteine + ubiquinol-6 biosynthesis from 4-aminobenzoate (eukaryotic),
ubiquinol-6 + H+ 2.1.1.64 ubiquinol-6 biosynthesis from 4-hydroxybenzoate (eukaryotic)
L-phenylalanine + H+ + oxygen + H20 — phenylacetaldehyde + ammonium + hydrogen
peroxide + CO2 [none] phenylethanol biosynthesis
2-phenylethanol + NADP+ «— phenylacetaldehyde + NADPH + H+ 1.1.1.- phenylethanol biosynthesis
L-phenylalanine + 2 NADPH + 2 oxygen + 2 H+ — (E)-phenylacetaldehyde oxime + CO2
+ 2 NADP+ + 3 H20 1.14.13.124 phenylethanol biosynthesis
(Z)-phenylacetaldehyde oxime + H+ + 2 H20 — phenylacetaldehyde + ammonium +
hydrogen peroxide [none] phenylethanol biosynthesis
N1-acetylspermine + oxygen + H20 — spermidine + 3-acetamidopropanal + hydrogen
peroxide 1.5.3.13 spermine and spermidine degradation I
1.53.16/1.5.3.1
spermine + oxygen + H20 — spermidine + 3-aminopropanal + hydrogen peroxide 7 spermine and spermidine degradation I

Nl-acetylspermidine + oxygen + H20 — putrescine + 3-acetamidopropanal + hydrogen
peroxide

15.3.13/1.5.3.1
7

spermine and spermidine degradation I

oxaloacetate + propionyl-CoA + H20 — (2S,3S)-2-methylcitrate + coenzyme A + H+ 2335 2-methylcitrate cycle I
(2R ,3S)-2-methylisocitrate — succinate + pyruvate 4.1.3.30 2-methylcitrate cycle I
(2R ,3S)-2-methylisocitrate < cis-2-methylaconitate + H20 42.1.99 2-methylcitrate cycle I
ADP ribose 1"-phosphate + H20 — ADP-D-ribose + phosphate 3.1.3.84 tRNA splicing
ADP ribose 1",2"-cyclic phosphate + H20 — ADP ribose 1"-phosphate + H+ 3.14.- tRNA splicing
molecule with a hydroxyl on its 5' end + ATP — a 2'-phospho-[ligated tRNA] + AMP +
diphosphate 6.5.1.- tRNA splicing
lipoate biosynthesis and incorporation (pyruvate dehydrogenase
octanoyl-ACP + coenzyme A — octanoyl-CoA + a holo-[acyl-carrier protein] 2.8.3.- and oxoglutarate dehydrogenase, yeast)
octanoyl-CoA + [pyruvate dehydrogenase E2 lipoyl-carrier protein]-L-lysine — a [pyruvate lipoate biosynthesis and incorporation (pyruvate dehydrogenase
dehydrogenase E2 protein] N6-octanoyl-L-lysine + coenzyme A + H+ 23.1- and oxoglutarate dehydrogenase, yeast)
octanoyl-CoA + [2-oxoglutarate dehydrogenase E2 lipoyl-carrier protein]-L-lysine — a [2- lipoate biosynthesis and incorporation (pyruvate dehydrogenase
oxoglutarate-dehydrogenase E2 protein] N6-octanoyl-L-lysine + coenzyme A + H+ 23.1.- and oxoglutarate dehydrogenase, yeast)
an S-sulfanyl-[L-cysteine desulfurase] + a [disordered-form [Fe-S] cluster scaffold protein]
— an S-sulfanyl-[cysteine desulfurase]-[disordered-form scaffold protein] complex [none] [2Fe-2S] iron-sulfur cluster biosynthesis
a [cysteine desulfurase]-(S-sulfanyl)2-[disordered-form scaffold protein] complex + 2 Fe3+
— a [cysteine desulfurase]-[scaffold protein-(2Fe-2S)] complex [none] [2Fe-2S] iron-sulfur cluster biosynthesis
co-chaperone] — a [co-chaperone]-[scaffold protein-(2Fe-2S)] complex + an [L-cysteine
desulfurase] [none] [2Fe-2S] iron-sulfur cluster biosynthesis
a [co-chaperone]-[scaffold protein-(2Fe-2S)] complex + an [Fe-S cluster biosynthesis
chaperone]-ATP — a [chaperone-ATP]-[co-chaperone]-[scaffold protein-(2Fe-2S)] complex | [none] [2Fe-2S] iron-sulfur cluster biosynthesis
sulfur protein — a [chaperone-ADP]-[disordered-form scaffold protein] complex + an [Fe-S
cluster biosynthesis co-chaperone] + an [2Fe-2S] cluster protein + phosphate [none] [2Fe-2S] iron-sulfur cluster biosynthesis
a [chaperone-ADP]-[disordered-form scaffold protein] complex + ATP — an [Fe-S cluster
biosynthesis chaperone]-ATP + a [disordered-form [Fe-S] cluster scaffold protein] + ADP [none] [2Fe-2S] iron-sulfur cluster biosynthesis
GMP + diphosphate < guanine + 5-phospho-a-D-ribose 1-diphosphate 24.2.8 guanine and guanosine salvage II
ammonium + CO2 + ATP « carbamoyl-phosphate + ADP + 2 H+ 2722 citrulline degradation




glycine + acetyl-CoA « 2-amino-3-oxobutanoate + coenzyme A + H+ 2.3.1.29 threonine degradation II

cytosine + H+ + H20 — ammonium + uracil 354.1 pyrimidine ribonucleosides salvage III

tRNAglIn + L-glutamate + ATP + H+ — L-glutamyl-tRNAGIn + AMP + diphosphate [none] L-glutamine biosynthesis II (tRNA-dependent)

adenosine + H20 — D-ribofuranose + adenine 3227 adenine and adenosine salvage 11

a D-xylopyranose — D-xylulose 53.15 xylose degradation I

XMP + diphosphate «<— xanthine + 5-phospho-o-D-ribose 1-diphosphate 24222 xanthine and xanthosine salvage

linoleoyl-CoA + a reduced electron acceptor + oxygen — y-linolenoyl-CoA + an oxidized docosahexanoate biosynthesis I, gamma-linolenate biosynthesis
electron acceptor + 2 H20 1.14.19.3 II (animals)

thiamin + H20 — 4-methyl-5-(3-hydroxyethyl)thiazole + hydroxymethylpyrimidine + H+ [3.5.99.2 thiamin salvage IV (yeast)

D-ribose 5-phosphate + uracil «<— pseudouridine 5'-phosphate + H20 4.2.1.70 pseudouridine degradation
methyl-5-phosphomethylpyrimidine + 5'-deoxyadenosine + L-methionine + formate +

carbon monoxide + 3 H+ 4.1.99.17 4-amino-2-methyl-5-diphosphomethylpyrimidine biosynthesis
4-amino-4-deoxychorismate — 4-aminobenzoate + pyruvate + H+ 4.1.338 4-aminobenzoate biosynthesis

a-D-glucose 6-phosphate + ADP-a-D-glucose — a.,a-trehalose 6-phosphate + ADP+ H+ | 2.4.1 .- trehalose biosynthesis 11

an oxidized thioredoxin + 2 e- < a reduced thioredoxin [none] thioredoxin pathway

a [lipoyl-carrier protein]-L-lysine + octanoate + ATP — a [lipoyl-carrier protein] N6-

octanoyl-L-lysine + AMP + diphosphate + H+ [none] lipoate biosynthesis and incorporation I

oleoyl-CoA + H20 — oleate + coenzyme A + H+ 3.1.2.- oleate biosynthesis II (animals and fungi)
4-hydroxyphenylpyruvate + H+ — CO2 + (4-hydroxyphenyl)acetaldehyde 4.1.1.80 tyrosine degradation 111

L-tyrosine + pyruvate <> 4-hydroxyphenylpyruvate + L-alanine 2.6.1.58 tyrosine degradation IIT

3-hydroxy-N6,N6 N6-trimethyl-L-lysine — 4-trimethylammoniobutanal + glycine [none] L-carnitine biosynthesis

4-trimethylammoniobutanal + NAD+ + H20 — vy-butyrobetaine + NADH + 2 H+ 1.2.1.47 L-carnitine biosynthesis

coproporphyrinogen III + 2 S-adenosyl-L-methionine — protoporphyrinogen IX + 2 CO2 +

2 L-methionine + 2 5'-deoxyadenosine 1.3.99.22 heme biosynthesis from uroporphyrinogen-III II (anaerobic)
protoporphyrinogen IX + 3 a menaquinone — protoporphyrin IX + 3 a menaquinol 1353 heme biosynthesis from uroporphyrinogen-III II (anaerobic)
a long-chain aldehyde + coenzyme A + NAD+ « a long-chain acyl-CoA + NADH + H+ 1.2.1.- wax esters biosynthesis 11

a long-chain aldehyde + NADH + H+ — a long-chain alcohol + NAD+ 1.2.1.- wax esters biosynthesis 11

oleoyl-CoA + 2 coenzyme A + 2 NAD+ + 2 oxygen + 2 H20 — 5-cis-tetradecenoyl-CoA +

2 hydrogen peroxide + 2 acetyl-CoA + 2 NADH + 2 H+ [none] oleate beta-oxidation (isomerase-dependent, yeast)
2-trans,5-cis-tetradecadienoyl-CoA + coenzyme A + NAD+ + oxygen + H20 + H+ — 3-cis-

dodecenoyl-CoA + hydrogen peroxide + acetyl-CoA + NADH [none] oleate beta-oxidation (isomerase-dependent, yeast)
antheraxanthin + L-ascorbate + H+ — zeaxanthin + L-dehydro-ascorbate + H20 [none] zeaxanthin, antheraxanthin and violaxanthin interconversion
violaxanthin + L-ascorbate + H+ — antheraxanthin + L-dehydro-ascorbate + H20 [none] zeaxanthin, antheraxanthin and violaxanthin interconversion
UDP-0-D-glucose + a glycogenin — a glucosyl-glycogenin + UDP + H+ 24.1.186 glycogen biosynthesis II (from UDP-D-Glucose)
UDP-a-D-glucose + a glucosyl-glycogenin[cytosol] — (1 ,4-a-D-glucosyl)n-glucosyl

glucogenin + UDP + H+[out] 24.1.186 glycogen biosynthesis II (from UDP-D-Glucose)

di-trans, poly-cis-polyprenyl diphosphate (C80) + H20 — di-trans, poly-cis-polyprenol

(C80) + diphosphate [none] dolichol and dolichyl phosphate biosynthesis

di-trans, poly-cis-polyprenol (C80) + NADPH + H+ — a dolichol + NADP+ [none] dolichol and dolichyl phosphate biosynthesis
2-0x0-3-phenylpropanoate + H+ — CO2 + phenylacetaldehyde 4.1.143 phenylalanine degradation I1I

L-phenylalanine + pyruvate <> 2-oxo-3-phenylpropanoate + L-alanine 2.6.1.58 phenylalanine degradation III

NADPH + H20 — NADH + phosphate 3.1.3.- NAD/NADH phosphorylation and dephosphorylation
NADP+ + H20 — NAD+ + phosphate 3.13- NAD/NADH phosphorylation and dephosphorylation
ammonium + ATP + nicotinate adenine dinucleotide — AMP + NAD+ + diphosphate + H+ | 6.3.1.5 NAD biosynthesis I (from aspartate)

a-iminosuccinate + dihydroxyacetone phosphate — quinolinate + phosphate + 2 H20 25.1.72 NAD biosynthesis I (from aspartate)

L-aspartate + oxygen — o-iminosuccinate + hydrogen peroxide + H+ 14.3.16 NAD biosynthesis I (from aspartate)

L-ornithine — L-Nd-acetylornithine 23.1.- L-Ndelta-acetylornithine biosynthesis

L-glutamate + ATP + NADPH + H+ — ADP + L-glutamate-5-semialdehyde + NADP+ +

phosphate [none] L-Ndelta-acetylornithine biosynthesis

L-arginine + H20 — ammonium + L-citrulline 353.6 proline biosynthesis II (from arginine)




L-citrulline + 2 H+ + H20 — L-ornithine + CO2 + ammonium 3.5.1.20 proline biosynthesis II (from arginine)
2-methyl-3-hydroxybutyryl-CoA + NAD+ — 2-methylacetoacetyl-CoA + NADH + H+ 1.1.1.178 isoleucine degradation I
(S)-3-methyl-2-oxopentanoate + coenzyme A + NAD+ — 2-methylbutanoyl-CoA + CO2 +
NADH 12.1.- isoleucine degradation I
2-methylbutanoyl-CoA + an oxidized electron-transfer flavoprotein — (E)-2-
methylcrotonoyl-CoA + a reduced electron-transfer flavoprotein 1.3.8.5 isoleucine degradation I
3-hydroxy, 4-trans-undecenoyl-CoA + NAD+ — 4-trans-3-oxo-undecenoyl-CoA + NADH + 10-trans-heptadecenoyl-CoA degradation (MFE-dependent,
H+ 1.1.1.- yeast)
10-cis-heptadecenoyl-CoA + 2 coenzyme A + 2 NAD+ + 2 H20 + 2 oxygen — 6-cis-
tridecenoyl-CoA + 2 acetyl-CoA + 2 hydrogen peroxide + 2 NADH + 2 H+ [none] 10-cis-heptadecenoyl-CoA degradation (yeast)
3-hydroxy, 6-cis-tridecenoyl-CoA + NAD+ — 6-cis, 3-oxo-tridecenoyl-CoA + NADH + H+| 1.1.1 - 10-cis-heptadecenoyl-CoA degradation (yeast)
10-trans-heptadecenoyl-CoA + 2 coenzyme A + 2 NAD+ + 2 H20 + 2 oxygen — 6-trans- 10-trans-heptadecenoyl-CoA degradation (reductase-dependent,
tridecenoyl-CoA + 2 acetyl-CoA + 2 hydrogen peroxide + 2 NADH + 2 H+ [none] yeast)
3-hydroxy, 6-trans-tridecenoyl-CoA + NAD+ — 6-trans-3-oxo-tridecenoyl-CoA + NADH + 10-trans-heptadecenoyl-CoA degradation (reductase-dependent,
H+ 1.1.1.- yeast)
10-cis-heptadecenoyl-CoA degradation (yeast), 10-trans-
3-trans-undecenoyl-CoA — 2-trans-undecenoyl-CoA 533.- heptadecenoyl-CoA degradation (reductase-dependent, yeast)
3-hydroxy-undecanoyl-CoA + coenzyme A + NAD+ + H20 + oxygen — 3-hydroxy- 10-cis-heptadecenoyl-CoA degradation (yeast), 10-trans-
nonanoyl-CoA + acetyl-CoA + hydrogen peroxide + NADH + H+ [none] heptadecenoyl-CoA degradation (reductase-dependent, yeast)
3-hydroxy-nonanoyl-CoA + coenzyme A + NAD+ + H20 + oxygen — 3-hydroxy-heptanoyl heptadecenoyl-CoA degradation (MFE-dependent, yeast), 10-
CoA + acetyl-CoA + hydrogen peroxide + NADH + H+ [none] trans-heptadecenoyl-CoA degradation (reductase-dependent,
3-hydroxy-heptanoyl-CoA + coenzyme A + NAD+ + H20 + oxygen — 3-hydroxy- heptadecenoyl-CoA degradation (MFE-dependent, yeast), 10-
pentanoyl-CoA + acetyl-CoA + hydrogen peroxide + NADH + H+ [none] trans-heptadecenoyl-CoA degradation (reductase-dependent,
S-adenosyl-L-methionine + a cytosine49 in tRNA = S-adenosyl-L-homocysteine + a 5-
methylcytosine49 in tRNA + H+ 2.1.1.202 tRNA methylation (yeast)
S-adenosyl-L-methionine + a cytosine48 in tRNA = S-adenosyl-L-homocysteine + a 5-
methylcytosine48 in tRNA + H+ 2.1.1.202 tRNA methylation (yeast)
S-adenosyl-L-methionine + a cytosine40 in tRNA precursor = S-adenosyl-L-homocysteine +
a 5 methylcytosine40 in tRNA precursor 2.1.1.202 tRNA methylation (yeast)
S-adenosyl-L-methionine + a cytosine34 in tRNA precursor = S-adenosyl-L-homocysteine +
a 5 methylcytosine34 in tRNA precursor 2.1.1.202 tRNA methylation (yeast)
S-adenosyl-L-methionine + a cytidine4 in tRNAPro = S-adenosyl-L-homocysteine + a 2'-O-
methylcytidine4 in tRNAPro + H+ 2.1.1.225 tRNA methylation (yeast)
S-adenosyl-L-methionine + a cytidine4 in tRNAGly(GCC) = S-adenosyl-L-homocysteine +
a 2'-O-methylcytidine4 in tRNAGly(GCC) 2.1.1.225 tRNA methylation (yeast)
S-adenosyl-L-methionine + an adenosine4 in tRNAHis = S-adenosyl-L-homocysteine + a 2'-
O-methyladenosine4 in tRNAHis + H+ 2.1.1.225 tRNA methylation (yeast)
sphinganine 1-phosphate + H20 — sphinganine + phosphate 3.1.3.- sphingolipid recycling and degradation (yeast)
phytosphingosine 1-phosphate + H20 — phytosphingosine + phosphate 3.1.3.- sphingolipid recycling and degradation (yeast)
a mannosyl-diphosphoinositol-o. hydroxyphytoceramide + H20 — an o
hydroxyphytoceramide + phosphoinositol-f-mannoside-phosphoinositol 3.14- sphingolipid recycling and degradation (yeast)
a mannosyl-inositol-phospho-a hydroxyphytoceramide + H20 — an o
hydroxyphytoceramide + phosphoinositol-f-mannoside + H+ 3.14.- sphingolipid recycling and degradation (yeast)
an inositol-phospho-a hydroxyphytoceramide + H20 — an a hydroxyphytoceramide + 1D-
myo-inositol 1-monophosphate + H+ 3.14.- sphingolipid recycling and degradation (yeast)
GTP — cyclic pyranopterin phosphate + diphosphate 4.1.99.18 molybdenum cofactor biosynthesis
a small subunit of molybdopterin synthase + ATP — a carboxy-adenylated small subunit of
molybdopterin synthase + diphosphate 2.7.7.80 molybdenum cofactor biosynthesis
desulfurase] — a thiocarboxylated small subunit of molybdopterin synthase + an [L-
cysteine desulfurase] + AMP 28.1.11 molybdenum cofactor biosynthesis
trimethy! sulfonium + tetrahydrofolate «<— dimethy! sulfide + 5-methyl-tetrahydrofolate +
H+ 2.1.1.19 folate transformations I
2 an oxidized ferredoxin + 5-methyl-tetrahydrofolate < 2 a reduced ferredoxin + 5,10-
methylenetetrahydrofolate + 2 H+ 1.5.7.1 folate transformations I
acetaldehyde + NADP+ + H20 — acetate + NADPH + 2 H+ 12.14 NAD/NADP-NADH/NADPH cytosolic interconversion (yeast)
a diphthine-[translation elongation factor 2] + ammonium + ATP — a diphthamide-
[translation elongation factor 2] + AMP + diphosphate + H+ 6.3.1.14 diphthamide biosynthesis
amino-3-carboxypropyl]-L-histidine-[translation elongation factor 2] + S-methyl-5'-
thioadenosine + H+ 2.5.1.108 diphthamide biosynthesis
D-glucosamine 1-phosphate + acetyl-CoA — N-acetyl-a-D-glucosamine 1-phosphate +
coenzyme A + H+ 23.1.157 UDP-N-acetyl-D-glucosamine biosynthesis I
D-glucosamine 1-phosphate < D-glucosamine 6-phosphate 54.2.10 UDP-N-acetyl-D-glucosamine biosynthesis I
78-dihydroneopterin 3'-phosphate + H20 — 7 8-dihydroneopterin + phosphate 3161 6-hydroxymethyl-dihydropterin diphosphate biosynthesis I
7 8-dihydroneopterin triphosphate + H20 — 7 8-dihydroneopterin 3'-phosphate +
diphosphate + H+ 3.6.1- 6-hydroxymethyl-dihydropterin diphosphate biosynthesis I
pyruvate + coenzyme A + NAD+ — acetyl-CoA + CO2 + NADH 1.2.1.- respiration (anaerobic)
B-nicotinamide D-ribonucleotide + H20 — ammonium + B-nicotinate D-ribonucleotide 3.5.142 NAD salvage pathway I
NAD+ + H20 — ADP-D-ribose + nicotinamide + H+ 3226 NAD salvage pathway I
B-nicotinamide D-ribonucleotide + H20 — D-ribose 5-phosphate + nicotinamide + H+ 322.14 NAD salvage pathway I




a 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate + ATP — a 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol

3 A-bisphosphate + ADP + H+ 2.7.1.154 3-phosphoinositide biosynthesis
a l-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4,5-bisphosphate + ATP — 1-phosphatidyl-1D-myo-
inositol 3 4,5-trisphosphate + ADP + H+ 2.7.1.153 3-phosphoinositide biosynthesis
1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3,5-bisphosphate + H20 — a 1-phosphatidyl-1D-myo-
inositol 3-phosphate + phosphate 3.1.3.- 3-phosphoinositide biosynthesis
10-formyl-tetrahydrofolate + H20 — formate + tetrahydrofolate + H+ 3.5.1.10 formyITHF biosynthesis, folate transformations I
glycine + tetrahydrofolate + NAD+ — ammonium + CO2 + 5,10-methylenetetrahydrofolate
+ NADH [none] formylTHF biosynthesis, folate transformations I
formylTHF biosynthesis, folate transformations I, methionine
L-homocysteine + 5-methyl-tetrahydrofolate — L-methionine + tetrahydrofolate 2.1.1.13 biosynthesis II1
L-quinate + NAD+ — 3-dehydroquinate + NADH + H+ 1.1.1.24 quinate degradation IT
an L-1-phosphatidylglycerol-phosphate + H20 — an L-1-phosphatidyl-glycerol +
phosphate 3.1.3.27 cardiolipin biosynthesis I, cardiolipin biosynthesis III
L-1-glycero-3-phosphocholine + H20 — sn-glycerol 3-phosphate + choline + H+ 3.142 phosphatidylcholine resynthesis via glycerophosphocholine
D-arabinofuranose + NAD(P)+ — D-arabinono-1 4-lactone + NAD(P)H + H+ 1.1.1.117 dehydro-D-arabinono-1 4-lactone biosynthesis
a lipid hydroperoxide + 2 glutathione + H+ — a lipid + glutathione disulfide + 2 H20 1.11.1.12 glutathione redox reactions I
3-methyl-2-oxobutanoate + H+ — isobutanal + CO2 4.1.1.72 valine degradation II
(S)-3-methyl-2-oxopentanoate + H+ — 2-methylbutanal + CO2 4.1.1.72 isoleucine degradation II
3-trans-tetradecenoyl-CoA — 2-trans-tetradecenoyl-CoA 53.3- oleate beta-oxidation (reductase-dependent, yeast)
2 acetaldehyde — acetoin [none] acetoin biosynthesis IIT
CO2 + 7 8-diaminopelargonate + ATP — dethiobiotin + ADP + phosphate + 3 H+ 6333 biotin biosynthesis from 8-amino-7-oxononanoate I
L-glutamate + 7,8-dihydropteroate + ATP — ADP + 7,8-dihydrofolate + phosphate + H+ 6.32.12 formylTHF biosynthesis, tetrahydrofolate biosynthesis
thiamin + ATP — thiamin diphosphate + AMP + H+ 2762 thiamin diphosphate biosynthesis IV (eukaryotes)
pyrithiamine + H20 — hydroxymethylpyrimidine + 2-(2-methylpyridin-3-yl)ethanol + 2
H+ 3.599.- thiamin formation from pyrithiamine and oxythiamine (yeast)
oxythiamine + H20 — 4-methyl-5-(f3-hydroxyethyl)thiazole + 5-(hydroxymethyl)-2-methyl
4(1H)-pyrimidinone + H+ 3.5.99.- thiamin formation from pyrithiamine and oxythiamine (yeast)
p-D-glucose 1-phosphate — -D-glucose 6-phosphate 5426 galactose degradation I (Leloir pathway)
a butyryl-[acp] + a malonyl-[acp] + H+ — a 3-oxo-hexanoyl-[acp] + CO2 + a holo-[acyl-
carrier protein| 2.3.141 octanoyl-ACP biosynthesis (mitochondria, yeast)
a 3-oxo-hexanoyl-[acp] + a malonyl-[acp] + 2 NADPH + 3 H+ — a 3-oxo-octanoyl-[acp] +
CO2 + a holo-[acyl-carrier protein] + 2 NADP+ + H20 [none] octanoyl-ACP biosynthesis (mitochondria, yeast)
a 3-oxo-octanoyl-[acp] + 2 NADPH + 2 H+ — octanoyl-ACP + 2 NADP+ + H20 [none] octanoyl-ACP biosynthesis (mitochondria, yeast)
4-amino-2-methyl-5-phosphomethylpyrimidine biosynthesis
5-phospho-f3-D-ribosylamine — 2'-hydroxypyridoxol [none] (yeast)
4-amino-2-methyl-5-phosphomethylpyrimidine biosynthesis
2'-hydroxypyridoxol + 2 H+ — pyridoxine + H20 4.2.1.- (yeast)
[an HMP-P synthase]-L-histidine + pyridoxal 5'-phosphate — 4-amino-2-methyl-5- 4-amino-2-methyl-5-phosphomethylpyrimidine biosynthesis
phosphomethylpyrimidine + an HMP-P synthase [none] (yeast)
L-2-aminoadipate + 2-oxoglutarate <> L-glutamate + 2-oxoadipate 2.6.1.39 lysine degradation II, lysine biosynthesis IV
acetyl-CoA + phosphate — acetyl phosphate + coenzyme A 23.1.8 mixed acid fermentation
formate + acetyl-CoA < pyruvate + coenzyme A 23.1.54 mixed acid fermentation, respiration (anaerobic)
oxaloacetate + phosphate «— phosphoenolpyruvate + bicarbonate 4.1.1.31 mixed acid fermentation, respiration (anaerobic)
formate + H+ — CO2 + H2 [none] mixed acid fermentation, respiration (anaerobic)
a menaquinol + fumarate[in] — a menaquinone + succinate[in] 1354 mixed acid fermentation, respiration (anaerobic)
maltotriose + H20 — maltose + D-glucopyranose 3.2.1.20 glycogen degradation I
glycogen degradation I, glucose and glucose-1-phosphate
B-D-glucose + ATP — 3-D-glucose 6-phosphate + ADP + H+ 27.12 degradation
2 a 1,2-diacyl-sn-glycerol <> a triacyl-sn-glycerol + a 2-monoglyceride 2.3.1.- triacylglycerol biosynthesis
CTP + a 1,2-diacyl-sn-glycerol — CDP + a 1,2-diacyl-sn-glycerol 3-phosphate + H+ 2.7.1.174 triacylglycerol biosynthesis
sphinganine + a long-chain acyl-CoA — a dihydroceramide + coenzyme A + H+ [none] ceramide de novo biosynthesis
S-adenosyl-L-methionine + a demethylated methyl acceptor — S-adenosyl-L-homocysteine S-adenosyl-L-methionine cycle II, methionine degradation I (to
+ a methylated methyl acceptor 2.1.1.- homocysteine)
IMP + diphosphate «— hypoxanthine + 5-phospho-o-D-ribose 1-diphosphate 24.2.8 adenine and adenosine salvage I11
sn-glycerol 3-phosphate + NAD(P)+ < dihydroxyacetone phosphate + NAD(P)H + H+ 1.1.1.94 CDP-diacylglycerol biosynthesis I




ammonium + 3 NAD(P)+ + 2 H20 « nitrite + 3 NAD(P)H + 5 H+ 1.7.1.4 nitrate reduction V (assimilatory), alkylnitronates degradation
2-oleoylglycerol + CTP — 1-oleyl-2-lyso-phosphatidate + CDP + H+ 2.7.1.174 monoacylglycerol metabolism (yeast)
isobutanoyl-CoA + FAD + H+ — methylacrylyl-CoA + FADH2 1.3.8.- valine degradation I
3-methyl-2-oxobutanoate + coenzyme A + NAD+ — isobutanoyl-CoA + CO2 + NADH 1.2.1.25 valine degradation I
5-amino-6-(5-phospho-D-ribitylamino)uracil + H20 — 5-amino-6-(D-ribitylamino)uracil +
phosphate [none] flavin biosynthesis III (fungi)
2,5-diamino-6-(5-phospho-D-ribitylamino)pyrimidin-4(3H)-one + H+ + H20 — 5-amino-6-
(5-phospho-D-ribitylamino)uracil + ammonium 354.- flavin biosynthesis III (fungi)
D-myo-inositol (1.4.,5)-trisphosphate + ATP — D-myo-inositol (1,3.4,5)-tetrakisphosphate + 1D-myo-inositol hexakisphosphate biosynthesis I (from
ADP + H+ 2.7.1.127 Ins(1.,4,5)P3)
a phosphatidylcholine + H20 — a 1-lysophosphatidylcholine + a fatty acid + H+ 3.1.1.32 phospholipases

(yeast), NAD/NADH phosphorylation and dephosphorylation,
ATP + NADH — ADP + NADPH + H+ 2.7.1.86 NAD/NADP-NADH/NADPH cytosolic interconversion (yeast)
a (3R)-3-hydroxyacyl-CoA + NAD+ — a 3-oxoacyl-CoA + NADH + H+ 1.1.1.- fatty acid beta-oxidation (peroxisome, yeast)
episterol + NADPH + H+ + oxygen — 5-dehydro episterol + NADP+ + 2 H20 1.14.19.- ergosterol biosynthesis I
lanosterol — ergosterol [none] sterol:steryl ester interconversion (yeast)
a 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 5-phosphate + ATP — a 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol
4,5-bisphosphate + ADP + H+ 2.7.1.149 D-myo-inositol (1,4,5)-trisphosphate biosynthesis
shikimate + NAD(P)+ < 3-dehydroshikimate + NAD(P)H + H+ 1.1.1.282 chorismate biosynthesis from 3-dehydroquinate
stearoyl-CoA + H20 — stearate + coenzyme A + H+ 3.1.2.2 stearate biosynthesis III (fungi)
an ubiquinone + (S)-dihydroorotate[in] — an ubiquinol + orotate[in] 1352 UMP biosynthesis
4-methyl-2-oxopentanoate + coenzyme A + NAD+ — isovaleryl-CoA + CO2 + NADH 12.1.- leucine degradation I
4a-carboxy-43-methyl-5a-cholesta-8,24-dien-33-ol + NAD(P)+ — 3-dehydro-4-
methylzymosterol + NAD(P)H + CO2 1.1.1.170 zymosterol biosynthesis
4a-carboxy-5a-cholesta-8,24-dien-33-ol + NAD(P)+ — 5a-cholesta-8,24-dien-3-one +
NAD(P)H + CO2 1.1.1.170 zymosterol biosynthesis
(S)-malate + NADP+ — CO2 + pyruvate + NADPH 1.1.1.40 gluconeogenesis I
2-oxoglutarate + coenzyme A + NAD+ — succinyl-CoA + CO2 + NADH [none] TCA cycle II (plants and fungi)
imidazole-glycerol-phosphate + 5-amino-1-(5-phospho-D-ribosyl)imidazole-4-carboxamide
+ H+ 24.2.- histidine biosynthesis
a dodecanoyl-[acp] + H20 — a holo-[acyl-carrier protein] + laurate + H+ 3.1.221 palmitate biosynthesis I (animals and fungi)
a palmitoyl-[acp] + coenzyme A — palmitoyl-CoA + a holo-[acyl-carrier protein] 23.1.- palmitate biosynthesis I (animals and fungi)
a palmitoyl-[acp] + H20 — palmitate + a holo-[acyl-carrier protein] + H+ 3.1.2.14 palmitate biosynthesis I (animals and fungi)
pyruvate + ATP + H20 — phosphoenolpyruvate + AMP + phosphate + 2 H+ 2792 glycolysis I (from glucose-6P), gluconeogenesis I
a (mannosyl)3-(N-acetylglucosaminyl)2-diphosphodolichol + 2 GDP-a-D-mannose — a
(mannosyl)5-(N-acetylglucosaminyl)2-diphosphodolichol + 2 GDP + 2 H+ 24.1.131 dolichyl-diphosphooligosaccharide biosynthesis
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Micélio Levedura Ambas
PAAG_00017 PAAG_00014 PAAG_00004
PAAG_00054 PAAG_00023 PAAG_00019
PAAG_00058 PAAG_00024 PAAG_00028
PAAG_00064 PAAG_00030 PAAG_00046
PAAG_00070 PAAG_00035 PAAG_00047
PAAG_00072 PAAG_00063 PAAG_00048
PAAG_00090 PAAG_00065 PAAG_00050
PAAG_00100 PAAG_00068 PAAG_00053
PAAG_00106 PAAG_00088 PAAG_00071
PAAG_00117 PAAG_00128 PAAG_00102
PAAG_00132 PAAG_00144 PAAG_00103
PAAG_00149 PAAG_00151 PAAG_00116
PAAG_00153 PAAG_00165 PAAG_00123
PAAG_00154 PAAG_00173 PAAG_00142
PAAG_00169 PAAG_00177 PAAG_00143
PAAG_00175 PAAG_00201 PAAG_00174
PAAG_00192 PAAG_00212 PAAG_00176
PAAG_00203 PAAG_00224 PAAG_00202
PAAG_00204 PAAG_00225 PAAG_00221
PAAG_00215 PAAG_00271 PAAG_00236
PAAG_00228 PAAG_00276 PAAG_00242
PAAG_00249 PAAG_00281 PAAG_00244
PAAG_00287 PAAG_00288 PAAG_00257
PAAG_00289 PAAG_00306 PAAG_00264
PAAG_00293 PAAG_00330 PAAG_00273
PAAG_00320 PAAG_00352 PAAG_00299
PAAG_00365 PAAG_00358 PAAG_00302
PAAG_00373 PAAG_00391 PAAG_00303
PAAG_00377 PAAG_00396 PAAG_00315
PAAG_00386 PAAG_00403 PAAG_00316
PAAG_00394 PAAG_00416 PAAG_00331
PAAG_00422 PAAG_00433 PAAG_00335
PAAG_00440 PAAG_00438 PAAG_00339
PAAG_00459 PAAG_00455 PAAG_00340
PAAG_00473 PAAG_00460 PAAG_00342
PAAG_00476 PAAG_00477 PAAG_00347
PAAG_00514 PAAG_00481 PAAG_00356



PAAG_00547
PAAG_00550
PAAG_00558
PAAG_00562
PAAG_00581
PAAG_00617
PAAG_00664
PAAG_00670
PAAG_00695
PAAG_00707
PAAG_00719
PAAG_00731
PAAG_00763
PAAG_00764
PAAG_00788
PAAG_00789
PAAG_00803
PAAG_00805
PAAG_00825
PAAG_00827
PAAG_00857
PAAG_00866
PAAG_00986
PAAG_00994
PAAG_01013
PAAG_01067
PAAG_01093
PAAG_01096
PAAG_01110
PAAG_01127
PAAG_01136
PAAG_01143
PAAG_01151
PAAG_01159
PAAG_01165
PAAG_01176
PAAG_01189
PAAG_01191

PAAG_00485
PAAG_00487
PAAG_00492
PAAG_00494
PAAG_00495
PAAG_00510
PAAG_00524
PAAG_00535
PAAG_00546
PAAG_00559
PAAG_00621
PAAG_00626
PAAG_00639
PAAG_00642
PAAG_00657
PAAG_00689
PAAG_00706
PAAG_00726
PAAG_00734
PAAG_00739
PAAG_00774
PAAG_00791
PAAG_00795
PAAG_00802
PAAG_00813
PAAG_00818
PAAG_00850
PAAG_00851
PAAG_00865
PAAG_00867
PAAG_00868
PAAG_00871
PAAG_00889
PAAG_00890
PAAG_00893
PAAG_00914
PAAG_00934
PAAG_00935

PAAG_00364
PAAG_00376
PAAG_00397
PAAG_00417
PAAG_00427
PAAG_00430
PAAG_00435
PAAG_00446
PAAG_00450
PAAG_00462
PAAG_00468
PAAG_00479
PAAG_00493
PAAG_00503
PAAG_00512
PAAG_00529
PAAG_00548
PAAG_00555
PAAG_00566
PAAG_00594
PAAG_00598
PAAG_00606
PAAG_00623
PAAG_00627
PAAG_00629
PAAG_00647
PAAG_00659
PAAG_00661
PAAG_00685
PAAG_00697
PAAG_00698
PAAG_00702
PAAG_00703
PAAG_00716
PAAG_00724
PAAG_00732
PAAG_00742
PAAG_00744



PAAG_01192
PAAG_01207
PAAG_01232
PAAG_01237
PAAG_01269
PAAG_01278
PAAG_01280
PAAG_01293
PAAG_01299
PAAG_01300
PAAG_01307
PAAG_01320
PAAG_01321
PAAG_01377
PAAG_01437
PAAG_01466
PAAG_01469
PAAG_01481
PAAG_01539
PAAG_01583
PAAG_01601
PAAG_01602
PAAG_01606
PAAG_01653
PAAG_01656
PAAG_01665
PAAG_01681
PAAG_01704
PAAG_01706
PAAG_01715
PAAG_01741
PAAG_01755
PAAG_01775
PAAG_01786
PAAG_01790
PAAG_01807
PAAG_01877
PAAG_01933

PAAG_00953
PAAG_00968
PAAG_00971
PAAG_00997
PAAG_01023
PAAG_01034
PAAG_01082
PAAG_01085
PAAG_01087
PAAG_01095
PAAG_01123
PAAG_01141
PAAG_01146
PAAG_01147
PAAG_01150
PAAG_01177
PAAG_01209
PAAG_01226
PAAG_01227
PAAG_01243
PAAG_01244
PAAG_01251
PAAG_01252
PAAG_01256
PAAG_01262
PAAG_01273
PAAG_01289
PAAG_01291
PAAG_01302
PAAG_01305
PAAG_01306
PAAG_01317
PAAG_01339
PAAG_01381
PAAG_01390
PAAG_01412
PAAG_01415
PAAG_01423

PAAG_00748
PAAG_00752
PAAG_00769
PAAG_00771
PAAG_00773
PAAG_00781
PAAG_00799
PAAG_00801
PAAG_00808
PAAG_00833
PAAG_00836
PAAG_00843
PAAG_00856
PAAG_00869
PAAG_00875
PAAG_00878
PAAG_00948
PAAG_00952
PAAG_00954
PAAG_00962
PAAG_00966
PAAG_00969
PAAG_00976
PAAG_00978
PAAG_00981
PAAG_00982
PAAG_00988
PAAG_01002
PAAG_01015
PAAG_01037
PAAG_01041
PAAG_01044
PAAG_01052
PAAG_01053
PAAG_01078
PAAG_01079
PAAG_01097
PAAG_01098



PAAG_01941
PAAG_01943
PAAG_01959
PAAG_01963
PAAG_02004
PAAG_02056
PAAG_02070
PAAG_02071
PAAG_02087
PAAG_02095
PAAG_02112
PAAG_02152
PAAG_02189
PAAG_02192
PAAG_02194
PAAG_02208
PAAG_02210
PAAG_02255
PAAG_02274
PAAG_02278
PAAG_02282
PAAG_02361
PAAG_02381
PAAG_02398
PAAG_02409
PAAG_02467
PAAG_02501
PAAG_02520
PAAG_02573
PAAG_02577
PAAG_02582
PAAG_02589
PAAG_02594
PAAG_02604
PAAG_02612
PAAG_02636
PAAG_02700
PAAG_02732

PAAG_01425
PAAG_01462
PAAG_01479
PAAG_01494
PAAG_01495
PAAG_01515
PAAG_01517
PAAG_01527
PAAG_01541
PAAG_01563
PAAG_01570
PAAG_01574
PAAG_01581
PAAG_01591
PAAG_01647
PAAG_01682
PAAG_01696
PAAG_01713
PAAG_01718
PAAG_01722
PAAG_01725
PAAG_01743
PAAG_01750
PAAG_01751
PAAG_01757
PAAG_01763
PAAG_01776
PAAG_01791
PAAG_01821
PAAG_01825
PAAG_01831
PAAG_01834
PAAG_01847
PAAG_01864
PAAG_01874
PAAG_01876
PAAG_01898
PAAG_01899

PAAG_01111
PAAG_01125
PAAG_01131
PAAG_01134
PAAG_01168
PAAG_01170
PAAG_01171
PAAG_01178
PAAG_01179
PAAG_01190
PAAG_01229
PAAG_01233
PAAG_01234
PAAG_01255
PAAG_01257
PAAG_01258
PAAG_01264
PAAG_01279
PAAG_01282
PAAG_01292
PAAG_01310
PAAG_01324
PAAG_01327
PAAG_01330
PAAG_01363
PAAG_01369
PAAG_01389
PAAG_01396
PAAG_01399
PAAG_01432
PAAG_01436
PAAG_01445
PAAG_01452
PAAG_01454
PAAG_01461
PAAG_01463
PAAG_01468
PAAG_01472



PAAG_02762
PAAG_02766
PAAG_02782
PAAG_02803
PAAG_02821
PAAG_02838
PAAG_02854
PAAG_02866
PAAG_02937
PAAG_03024
PAAG_03030
PAAG_03032
PAAG_03057
PAAG_03069
PAAG_03075
PAAG_03096
PAAG_03127
PAAG_03165
PAAG_03188
PAAG_03189
PAAG_03209
PAAG_03224
PAAG_03226
PAAG_03227
PAAG_03231
PAAG_03259
PAAG_03297
PAAG_03312
PAAG_03317
PAAG_03320
PAAG_03333
PAAG_03336
PAAG_03342
PAAG_03359
PAAG_03381
PAAG_03407
PAAG_03413
PAAG_03416

PAAG_01906
PAAG_01907
PAAG_01917
PAAG_01921
PAAG_01922
PAAG_01924
PAAG_01928
PAAG_01932
PAAG_01935
PAAG_01938
PAAG_01970
PAAG_01973
PAAG_02011
PAAG_02012
PAAG_02016
PAAG_02050
PAAG_02068
PAAG_02096
PAAG_02102
PAAG_02110
PAAG_02111
PAAG_02129
PAAG_02150
PAAG_02164
PAAG_02169
PAAG_02173
PAAG_02180
PAAG_02232
PAAG_02289
PAAG_02293
PAAG_02294
PAAG_02297
PAAG_02303
PAAG_02327
PAAG_02334
PAAG_02343
PAAG_02369
PAAG_02391

PAAG_01475
PAAG_01485
PAAG_01499
PAAG_01501
PAAG_01513
PAAG_01521
PAAG_01524
PAAG_01526
PAAG_01534
PAAG_01536
PAAG_01538
PAAG_01569
PAAG_01578
PAAG_01587
PAAG_01594
PAAG_01599
PAAG_01603
PAAG_01605
PAAG_01631
PAAG_01633
PAAG_01650
PAAG_01660
PAAG_01699
PAAG_01727
PAAG_01733
PAAG_01752
PAAG_01756
PAAG_01777
PAAG_01778
PAAG_01785
PAAG_01808
PAAG_01823
PAAG_01845
PAAG_01850
PAAG_01861
PAAG_01882
PAAG_01889
PAAG_01893



PAAG_03453
PAAG_03491
PAAG_03494
PAAG_03511
PAAG_03513
PAAG_03527
PAAG_03532
PAAG_03544
PAAG_03556
PAAG_03574
PAAG_03613
PAAG_03641
PAAG_03662
PAAG_03667
PAAG_03698
PAAG_03701
PAAG_03718
PAAG_03750
PAAG_03823
PAAG_03843
PAAG_03878
PAAG_03894
PAAG_03924
PAAG_03932
PAAG_03941
PAAG_03969
PAAG_03976
PAAG_04051
PAAG_04058
PAAG_04061
PAAG_04161
PAAG_04166
PAAG_04195
PAAG_04233
PAAG_04235
PAAG_04238
PAAG_04258
PAAG_04259

PAAG_02399
PAAG_02410
PAAG_02416
PAAG_02417
PAAG_02439
PAAG_02443
PAAG_02446
PAAG_02452
PAAG_02460
PAAG_02486
PAAG_02521
PAAG_02526
PAAG_02546
PAAG_02548
PAAG_02551
PAAG_02553
PAAG_02558
PAAG_02561
PAAG_02567
PAAG_02569
PAAG_02580
PAAG_02592
PAAG_02602
PAAG_02603
PAAG_02608
PAAG_02610
PAAG_02613
PAAG_02614
PAAG_02616
PAAG_02627
PAAG_02628
PAAG_02633
PAAG_02644
PAAG_02648
PAAG_02650
PAAG_02653
PAAG_02656
PAAG_02671

PAAG_01905
PAAG_01926
PAAG_01931
PAAG_01934
PAAG_01958
PAAG_01969
PAAG_01974
PAAG_01989
PAAG_01995
PAAG_01996
PAAG_02024
PAAG_02051
PAAG_02055
PAAG_02078
PAAG_02084
PAAG_02107
PAAG_02130
PAAG_02133
PAAG_02157
PAAG_02159
PAAG_02162
PAAG_02163
PAAG_02179
PAAG_02220
PAAG_02226
PAAG_02227
PAAG_02228
PAAG_02242
PAAG_02254
PAAG_02262
PAAG_02266
PAAG_02272
PAAG_02331
PAAG_02333
PAAG_02352
PAAG_02363
PAAG_02365
PAAG_02367



PAAG_04281
PAAG_04282
PAAG_04285
PAAG_04293
PAAG_04294
PAAG_04308
PAAG_04327
PAAG_04380
PAAG_04530
PAAG_04548
PAAG_04555
PAAG_04577
PAAG_04581
PAAG_04586
PAAG_04594
PAAG_04611
PAAG_04693
PAAG_04699
PAAG_04744
PAAG_04748
PAAG_04752
PAAG_04754
PAAG_04755
PAAG_04757
PAAG_04770
PAAG_04811
PAAG_04814
PAAG_04825
PAAG_04835
PAAG_04845
PAAG_04869
PAAG_04881
PAAG_04882
PAAG_04919
PAAG_04930
PAAG_04940
PAAG_04949
PAAG_04958

PAAG_02686
PAAG_02698
PAAG_02723
PAAG_02743
PAAG_02747
PAAG_02748
PAAG_02772
PAAG_02776
PAAG_02789
PAAG_02801
PAAG_02817
PAAG_02859
PAAG_02865
PAAG_02869
PAAG_02876
PAAG_02883
PAAG_02907
PAAG_02920
PAAG_02925
PAAG_02960
PAAG_02965
PAAG_02971
PAAG_03009
PAAG_03021
PAAG_03022
PAAG_03027
PAAG_03050
PAAG_03058
PAAG_03098
PAAG_03105
PAAG_03112
PAAG_03116
PAAG_03139
PAAG_03141
PAAG_03142
PAAG_03151
PAAG_03152
PAAG_03164

PAAG_02371
PAAG_02379
PAAG_02382
PAAG_02389
PAAG_02401
PAAG_02415
PAAG_02418
PAAG_02419
PAAG_02427
PAAG_02436
PAAG_02437
PAAG_02456
PAAG_02458
PAAG_02466
PAAG_02482
PAAG_02512
PAAG_02530
PAAG_02536
PAAG_02554
PAAG_02576
PAAG_02583
PAAG_02584
PAAG_02585
PAAG_02588
PAAG_02593
PAAG_02632
PAAG_02634
PAAG_02638
PAAG_02642
PAAG_02643
PAAG_02651
PAAG_02655
PAAG_02659
PAAG_02664
PAAG_02717
PAAG_02718
PAAG_02725
PAAG_02760



PAAG_05005
PAAG_05009
PAAG_05032
PAAG_05044
PAAG_05045
PAAG_05066
PAAG_05108
PAAG_05112
PAAG_05113
PAAG_05122
PAAG_05191
PAAG_05241
PAAG_05245
PAAG_05254
PAAG_05272
PAAG_05273
PAAG_05292
PAAG_05328
PAAG_05334
PAAG_05360
PAAG_05385
PAAG_05415
PAAG_05424
PAAG_05452
PAAG_05459
PAAG_05461
PAAG_05507
PAAG_05532
PAAG_05586
PAAG_05603
PAAG_05648
PAAG_05672
PAAG_05712
PAAG_05748
PAAG_05754
PAAG_05756
PAAG_05826
PAAG_05837

PAAG_03166
PAAG_03171
PAAG_03182
PAAG_03201
PAAG_03215
PAAG_03237
PAAG_03246
PAAG_03276
PAAG_03279
PAAG_03295
PAAG_03378
PAAG_03385
PAAG_03417
PAAG_03419
PAAG_03448
PAAG_03472
PAAG_03482
PAAG_03496
PAAG_03503
PAAG_03508
PAAG_03512
PAAG_03514
PAAG_03555
PAAG_03558
PAAG_03561
PAAG_03568
PAAG_03572
PAAG_03573
PAAG_03586
PAAG_03590
PAAG_03596
PAAG_03599
PAAG_03612
PAAG_03621
PAAG_03622
PAAG_03624
PAAG_03626
PAAG_03629

PAAG_02769
PAAG_02793
PAAG_02805
PAAG_02823
PAAG_02824
PAAG_02836
PAAG_02843
PAAG_02901
PAAG_02903
PAAG_02913
PAAG_02921
PAAG_02926
PAAG_02935
PAAG_02951
PAAG_02961
PAAG_02973
PAAG_02985
PAAG_02990
PAAG_02994
PAAG_03004
PAAG_03019
PAAG_03025
PAAG_03028
PAAG_03031
PAAG_03042
PAAG_03043
PAAG_03045
PAAG_03092
PAAG_03106
PAAG_03125
PAAG_03137
PAAG_03138
PAAG_03153
PAAG_03163
PAAG_03191
PAAG_03216
PAAG_03243
PAAG_03290



PAAG_05845
PAAG_05861
PAAG_05864
PAAG_05866
PAAG_05873
PAAG_05880
PAAG_05887
PAAG_05940
PAAG_05954
PAAG_05967
PAAG_06065
PAAG_06086
PAAG_06087
PAAG_06096
PAAG_06139
PAAG_06158
PAAG_06163
PAAG_06170
PAAG_06298
PAAG_06317
PAAG_06392
PAAG_06395
PAAG_06441
PAAG_06446
PAAG_06466
PAAG_06473
PAAG_06500
PAAG_06522
PAAG_06535
PAAG_06568
PAAG_06585
PAAG_06587
PAAG_06588
PAAG_06590
PAAG_06595
PAAG_06601
PAAG_06616
PAAG_06631

PAAG_03639
PAAG_03640
PAAG_03697
PAAG_03711
PAAG_03736
PAAG_03737
PAAG_03746
PAAG_03748
PAAG_03768
PAAG_03770
PAAG_03777
PAAG_03792
PAAG_03816
PAAG_03828
PAAG_03835
PAAG_03851
PAAG_03874
PAAG_03890
PAAG_03909
PAAG_03931
PAAG_03944
PAAG_03945
PAAG_03954
PAAG_03978
PAAG_03984
PAAG_04005
PAAG_04006
PAAG_04030
PAAG_04040
PAAG_04043
PAAG_04050
PAAG_04060
PAAG_04064
PAAG_04082
PAAG_04083
PAAG_04117
PAAG_04130
PAAG_04137

PAAG_03299
PAAG_03305
PAAG_03309
PAAG_03330
PAAG_03334
PAAG_03386
PAAG_03388
PAAG_03418
PAAG_03442
PAAG_03447
PAAG_03464
PAAG_03468
PAAG_03530
PAAG_03536
PAAG_03537
PAAG_03548
PAAG_03550
PAAG_03557
PAAG_03563
PAAG_03564
PAAG_03595
PAAG_03618
PAAG_03623
PAAG_03625
PAAG_03631
PAAG_03652
PAAG_03687
PAAG_03689
PAAG_03693
PAAG_03722
PAAG_03726
PAAG_03735
PAAG_03742
PAAG_03743
PAAG_03744
PAAG_03760
PAAG_03804
PAAG_03827



PAAG_06669
PAAG_06684
PAAG_06696
PAAG_06713
PAAG_06720
PAAG_06725
PAAG_06764
PAAG_06788
PAAG_06811
PAAG_06820
PAAG_06821
PAAG_06865
PAAG_06897
PAAG_06937
PAAG_06941
PAAG_06954
PAAG_07037
PAAG_07059
PAAG_07111
PAAG_07118
PAAG_07152
PAAG_07157
PAAG_07191
PAAG_07196
PAAG_07200
PAAG_07236
PAAG_07245
PAAG_07269
PAAG_07320
PAAG_07347
PAAG_07390
PAAG_07410
PAAG_07412
PAAG_07419
PAAG_07425
PAAG_07442
PAAG_07444
PAAG_07469

PAAG_04142
PAAG_04148
PAAG_04165
PAAG_04190
PAAG_04191
PAAG_04225
PAAG_04232
PAAG_04251
PAAG_04262
PAAG_04264
PAAG_04276
PAAG_04286
PAAG_04287
PAAG_04290
PAAG_04291
PAAG_04313
PAAG_04321
PAAG_04328
PAAG_04333
PAAG_04336
PAAG_04339
PAAG_04340
PAAG_04347
PAAG_04374
PAAG_04378
PAAG_04394
PAAG_04401
PAAG_04415
PAAG_04423
PAAG_04433
PAAG_04435
PAAG_04443
PAAG_04464
PAAG_04468
PAAG_04478
PAAG_04550
PAAG_04596
PAAG_04601

PAAG_03839
PAAG_03857
PAAG_03873
PAAG_03881
PAAG_03898
PAAG_03903
PAAG_03904
PAAG_03935
PAAG_03938
PAAG_03946
PAAG_03952
PAAG_03953
PAAG_03956
PAAG_03960
PAAG_03965
PAAG_03970
PAAG_03974
PAAG_03979
PAAG_03987
PAAG_04004
PAAG_04014
PAAG_04028
PAAG_04041
PAAG_04042
PAAG_04054
PAAG_04078
PAAG_04103
PAAG_04114
PAAG_04124
PAAG_04146
PAAG_04147
PAAG_04162
PAAG_04164
PAAG_04168
PAAG_04196
PAAG_04201
PAAG_04205
PAAG_04211



PAAG_07470
PAAG_07474
PAAG_07480
PAAG_07485
PAAG_07498
PAAG_07500
PAAG_07506
PAAG_07526
PAAG_07545
PAAG_07553
PAAG_07566
PAAG_07589
PAAG_07595
PAAG_07598
PAAG_07625
PAAG_07629
PAAG_07670
PAAG_07676
PAAG_07680
PAAG_07694
PAAG_07714
PAAG_07728
PAAG_07730
PAAG_07740
PAAG_07764
PAAG_07824
PAAG_07826
PAAG_07830
PAAG_07851
PAAG_07852
PAAG_07869
PAAG_07875
PAAG_07879
PAAG_08016
PAAG_08017
PAAG_08023
PAAG_08028
PAAG_08030

PAAG_04622
PAAG_04661
PAAG_04678
PAAG_04686
PAAG_04711
PAAG_04712
PAAG_04724
PAAG_04725
PAAG_04742
PAAG_04766
PAAG_04847
PAAG_04860
PAAG_04925
PAAG_04931
PAAG_04953
PAAG_04961
PAAG_04979
PAAG_04999
PAAG_05028
PAAG_05042
PAAG_05046
PAAG_05049
PAAG_05050
PAAG_05067
PAAG_05071
PAAG_05077
PAAG_05078
PAAG_05079
PAAG_05103
PAAG_05107
PAAG_05114
PAAG_05150
PAAG_05151
PAAG_05160
PAAG_05162
PAAG_05163
PAAG_05251
PAAG_05253

PAAG_04249
PAAG_04253
PAAG_04274
PAAG_04277
PAAG_04310
PAAG_04319
PAAG_04348
PAAG_04371
PAAG_04372
PAAG_04379
PAAG_04414
PAAG_04458
PAAG_04466
PAAG_04489
PAAG_04504
PAAG_04525
PAAG_04540
PAAG_04541
PAAG_04542
PAAG_04545
PAAG_04549
PAAG_04559
PAAG_04563
PAAG_04570
PAAG_04572
PAAG_04599
PAAG_04605
PAAG_04614
PAAG_04620
PAAG_04636
PAAG_04637
PAAG_04642
PAAG_04651
PAAG_04669
PAAG_04692
PAAG_04698
PAAG_04701
PAAG_04726



PAAG_08063
PAAG_08106
PAAG_08116
PAAG_08139
PAAG_08178
PAAG_08198
PAAG_08199
PAAG_08231
PAAG_08237
PAAG_08260
PAAG_08261
PAAG_08265
PAAG_08268
PAAG_08356
PAAG_08391
PAAG_08421
PAAG_08429
PAAG_08432
PAAG_08441
PAAG_08449
PAAG_08458
PAAG_08483
PAAG_08524
PAAG_08532
PAAG_08535
PAAG_08612
PAAG_08637
PAAG_08662
PAAG_08664
PAAG_08694
PAAG_08701
PAAG_08711
PAAG_08733
PAAG_08766
PAAG_08792
PAAG_08804
PAAG_08823
PAAG_08836

PAAG_05300
PAAG_05338
PAAG_05363
PAAG_05379
PAAG_05387
PAAG_05395
PAAG_05427
PAAG_05436
PAAG_05437
PAAG_05438
PAAG_05439
PAAG_05442
PAAG_05465
PAAG_05474
PAAG_05481
PAAG_05482
PAAG_05485
PAAG_05502
PAAG_05510
PAAG_05513
PAAG_05516
PAAG_05527
PAAG_05534
PAAG_05551
PAAG_05575
PAAG_05576
PAAG_05617
PAAG_05619
PAAG_05657
PAAG_05660
PAAG_05674
PAAG_05676
PAAG_05690
PAAG_05692
PAAG_05696
PAAG_05704
PAAG_05731
PAAG_05732

PAAG_04732
PAAG_04810
PAAG_04819
PAAG_04821
PAAG_04824
PAAG_04838
PAAG_04846
PAAG_04851
PAAG_04866
PAAG_04886
PAAG_04888
PAAG_04891
PAAG_04892
PAAG_04896
PAAG_04899
PAAG_04903
PAAG_04904
PAAG_04913
PAAG_04914
PAAG_04917
PAAG_04959
PAAG_04966
PAAG_04976
PAAG_04996
PAAG_04998
PAAG_05007
PAAG_05018
PAAG_05026
PAAG_05029
PAAG_05036
PAAG_05037
PAAG_05048
PAAG_05064
PAAG_05068
PAAG_05091
PAAG_05128
PAAG_05140
PAAG_05147



PAAG_08839
PAAG_08862
PAAG_08895
PAAG_08904
PAAG_08931
PAAG_08941
PAAG_08973
PAAG_08986
PAAG_08992
PAAG_09011
PAAG_09049
PAAG_09072
PAAG_09076
PAAG_09082

PAAG_05734
PAAG_05735
PAAG_05743
PAAG_05770
PAAG_05772
PAAG_05776
PAAG_05780
PAAG_05786
PAAG_05803
PAAG_05806
PAAG_05810
PAAG_05818
PAAG_05824
PAAG_05833
PAAG_05859
PAAG_05877
PAAG_05896
PAAG_05932
PAAG_05935
PAAG_05949
PAAG_05972
PAAG_05999
PAAG_06017
PAAG_06027
PAAG_06089
PAAG_06093
PAAG_06103
PAAG_06129
PAAG_06144
PAAG_06150
PAAG_06153
PAAG_06173
PAAG_06178
PAAG_06189
PAAG_06214
PAAG_06224
PAAG_06229
PAAG_06230

PAAG_05148
PAAG_05171
PAAG_05179
PAAG_05182
PAAG_05194
PAAG_05226
PAAG_05232
PAAG_05248
PAAG_05249
PAAG_05250
PAAG_05256
PAAG_05265
PAAG_05297
PAAG_05331
PAAG_05336
PAAG_05356
PAAG_05367
PAAG_05369
PAAG_05375
PAAG_05376
PAAG_05392
PAAG_05396
PAAG_05404
PAAG_05417
PAAG_05425
PAAG_05426
PAAG_05454
PAAG_05460
PAAG_05484
PAAG_05486
PAAG_05492
PAAG_05497
PAAG_05504
PAAG_05518
PAAG_05543
PAAG_05550
PAAG_05588
PAAG_05590



PAAG_06238
PAAG_06279
PAAG_06286
PAAG_06301
PAAG_06322
PAAG_06333
PAAG_06334
PAAG_06343
PAAG_06365
PAAG_06368
PAAG_06380
PAAG_06387
PAAG_06403
PAAG_06404
PAAG_06420
PAAG_06439
PAAG_06450
PAAG_06454
PAAG_06455
PAAG_06464
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