
Outubro de 2022  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

USO DA FERRAMENTA COMPUTACIONAL ALPHAFOLD PARA ESTUDO DO 

POTENCIAL DAS LISINAS DESACETILASES DE FUNGOS PATOGÊNICOS COMO 

ALVOS DE DROGAS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Jéssica Fernanda Gasparino Diaz 



Outubro de 2022  

 

 
 
 
 
 

USO DA FERRAMENTA COMPUTACIONAL ALPHAFOLD PARA ESTUDO DO 

POTENCIAL DAS LISINAS DESACETILASES DE FUNGOS PATOGÊNICOS COMO 

ALVOS DE DROGAS 

 
 
 
 
 
 

Tese apresentada à Escola Superior de Biotecnologia da Universidade Católica 

Portuguesa para obtenção do grau de Mestre em Microbiologia Aplicada 

 
 
 
 
 
 
 

Jéssica Fernanda Gasparino Diaz 
 
 
 
 
 
 

Orientador: Doutor Nilmar Silvio Moretti (Universidade Federal de São Paulo); 
 

Coorientador: Doutor Antoniel Augusto Severo Gomes 

(Universidade Federal Riode Janeiro); 

Tutora: Doutora Célia Manaia (Universidade Católica Portuguesa). 



2 
 

Resumo 
 
As infecções causadas por fungos tem sido grande problema para a saúde publica e para a 

economia. Os tratamentos disponíveis para essas infecções são limitados e frequentemente o 

aparecimento de fungos resistentes é noticiado. Neste sentido, se faz necessário a identificação 

de novos alvos que possam ser explorados para o desenvolvimento de novos tratamentos. Nos 

últimos anos, avanços tecnológicos e de inteligência artificial surgiram e diversas ferramentas 

que permitem o estudo de estruturas proteicas que podem ser utilizadas para etapas de pré- 

validação de alvos de drogas. Entre essas ferramentas, esta o Alphafold, que possibilita análises 

de diversas proteínas, gerando modelos tridimensionais preditos. Neste projeto, focamos no 

estudo das lisinas desacetilases (KDACs) de duas espécies de fungos de grande importância 

médica, Candida albicans e Aspergillus fumigatus, com intuito de iniciar a validação dessas 

enzimas como alvos de drogas. Assim, obtivemos as sequências de todas as KDACs de C. 

albicans e A. fumigatus usando o banco de dados Uniprot, que foram submetidas ao AlphaFold 

para obtenção dos modelos tridimensionais preditos de cada enzima. Como modelo comparativo 

em nossas análises utilizamos KDACs de Saccharomyces cerevisiae e humanas. Conseguimos 

obter todos os modelos tridimensionais das KDACs de interesse que foram então utilizados em 

análises estruturais para determinar as regiões importantes do sítio ativo que caracterizam as 

lisinas desacetilases e verificamos que todas as KDACs de C. albicans e A. fumigatus possuem 

essas características. Após a caracterização estrutural inicial das KDACs de fungos, realizamos 

diversas análises comparativas com as enzimas de humanos, para averiguar o potencial delas 

como alvos de drogas. Verificamos diferenças estruturais marcantes com as proteínas humanas, 

um dos principais fatores que permite explorar uma determinada proteína como alvo para o 

desenvolvimento de inibidores específicos. Finalmente, realizamos análises de docking 

molecular utilizando o inibidor clássico de KDACs, Tricostatina A (TSA), e CaHos3, CaHda1 e 

AfHdaB, e verificamos que o inibidor é capaz de interagir na região do sítio ativo de CaHos3 e 

CaHda1. Em conclusão, confirmamos a robustez da ferramenta AlphaFold para análises 

estruturais e obtivemos dados que indicam a possibilidade de utilizar as KDACs de C. albicans 

e A. fumigatus em estudos futuros para identificação de inibidores específicos que poderiam ser 

utilizados no tratamento das doenças causadas por esses fungos. 

Palavras-chaves: Lisinas desacetilases; C. albicans; A. fumigatus; Alphafold; Modelagem 

tridimensional; Alvos de drogas. 
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Abstract 
 

Fungal infections have been a major problem for public health and the economy. In 

addition, the treatments available for these infections are limited and the emergence of resistant 

fungi is frequently reported. In this sense, it is necessary to identify new targets that can be 

explored for the development of new treatments. In recent years, with technological advances 

and artificial intelligence, several tools have emerged to the study of protein structures, which 

could be explored for pre-validation of specific proteins as drug targets. Among these tools, the 

Alphafold, which allows analysis of various proteins, generating three-dimensional models. In 

this project we focused on the study of lysine deacetylases (KDACs) of two fungal species of 

global health importance, Candida albicans and Aspergillus fumigatus, in order the validate 

these enzymes as possible drug targets. Thus, we initially obtained the sequences of all KDACs 

from C. albicans and A. fumigatus using the Uniprot database, which were submitted to 

AlphaFold to obtain the predicted 3D models of each enzyme. As a comparative model in our 

analyzes we used Saccharomyces cerevisiae and human KDACs. We were able to obtain all 3D 

protein models of the KDACs of interest that were then used in structural analyzes to determine 

the important regions of the active site that characterize lysine deacetylases. We found that all 

KDACs from C. albicans and A. fumigatus have these characteristics. After the initial structural 

characterization of fungal KDACs, we performed several comparatives analyzes with human 

enzymes, to ascertain their potential as drug targets. Important structural differences with 

human proteins is one of the main factors that allows exploring a particular protein as a target 

for the development of specific inhibitors. Finally, we performed molecular docking analyzes 

using the classic inhibitor of KDACs, Trichostatin A (TSA), and CaHos3, CaHda1 and AfHdaB, 

and verified that the inhibitor can interact in the active site region of CaHos3 and CaHda1. In 

conclusion, we confirmed the robustness of the AlphaFold tool for structural analysis studies 

and obtained data that indicate the possibility of using KDACs from C. albicans and  

A. fumigatus in future studies to identify specific inhibitors and further be used in the 

treatment of diseases caused by these fungi. 

Keywords: Lysine deacetylases; C. albicans; A. fumigatus; Alphafold; Three-dimensional 

modeling; Drug targets. 
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1. Introdução 

Os fungos são espécies pertencentes ao reino Fungi e são considerados 

quimioheterotróficos, ou seja, organismos que usam matéria orgânica como fonte de energia e 

de carbono, e adquirem alimentos através da absorção desse material. Os fungos se dividem em 

dois grupos, leveduras e bolores, onde as leveduras crescem na forma de células únicas se 

reproduzindo através de brotamento, enquanto os bolores desenvolvem-se como hifas, que são 

filamentos longos classificados em hifas septadas, que são células individualizadas contendo um 

único núcleo; e hifas não septadas ou cenocíticas, que são multinucleadas. O agrupamento das 

hifas dá origem ao micélio, que tem sua parte vegetativa desempenhando funções de assimilação, 

fixação e crescimento do fungo, e a parte aérea, que cresce acima do substrato e tem função 

reprodutiva (Oliveira, 2014). 

Existem mais de 100.000 espécies de fungos descritas, entre as quais temos aquelas que 

trazem algum benefício ao homem e outras que são causadoras de doenças tanto no homem como 

em animais. Do ponto de vista de benefícios, eles são importantes na cadeia alimentar por 

atuarem na decomposição da matéria vegetal morta, promovendo a reciclagem das partes duras 

das plantas na qual os animais não conseguem digerir, graças as suas enzimas extracelulares. 

Outra atividade importante, é a simbiose dos fungos com as plantas, que auxiliam estas na 

obtenção de minerais e água do solo. Finalmente, é importante destacar a importância econômica 

dos fungos, tanto como fontes de alimento, como seu uso na indústria para produção de pães, 

queijos, iogurtes, e na pesquisa e desenvolvimento de medicamentos, como para a produção da 

penicilina (Tortora et al.,2017) 

Do ponto de vista de agentes infecciosos, atualmente existem cerca de 200 espécies de 

fungos patogênicos para os seres humanos e animais. Estudos têm demonstrado que ao longo dos 

últimos dez anos a incidência de infeções fúngicas tem crescido consideravelmente, afetando 

principalmente unidades de cuidados intensivos, sendo os pacientes mais prejudicados os 

imunocomprometidos. Além do mais, o mercado da agroindústria tem sido extremamente 

atingido por fungos que causam perdas nas plantações, acarretando prejuízos econômicos de 

bilhões de dólares por ano (Tortora et al.,2017). 
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1.1. Infecções fúngicas e fungos de importância médica 
As infecções fúngicas tem tido constante aumento nos últimos anos, sendo grande 

problema para a saúde pública, afetando principalmente grupos de pacientes de alto risco. Como 

por exemplo, pacientes infectados pelo HIV, pacientes com AIDS, transplantados, 

imunosuprimidos que fazem tratamento com quimioterápicos, doentes crônicos e pacientes que 

sofrem distúrbios hematológicos (Góralska et al.,2018). 

A transmissão dos fungos ocorre através dos esporos, que são utilizados para reprodução 

desses organismos e normalmente são espalhados no ar e no solo. Tais fungos penetram no 

organismo na forma de pequenos propágulos dispersos no ar, e nas formas de esporangiósporos 

ou conídios, na qual são produzidos através de células hifas (Köhler et al.,2014).  

Essas infecções fúngicas são chamadas de Micoses e podemos classificá-las em cinco 

grupos conforme o nível de invasão tecidual no hospedeiro em: sistêmicas, subcutâneas, 

cutâneas, superficiais e oportunistas (Tortora et al.,2017). As micoses sistêmicas são infeções 

profundas que podem atingir órgãos e tecidos, e que normalmente tem início a partir de esporos 

presentes nos pulmões adquiridos pela inalação. Já as micoses subcutâneas, são causadas por 

fungos saprófitos que irão causar infecções abaixo da pele, como por exemplo, a esporotricose, 

causada pelo fungo Sporothrix, e que afeta principalmente agricultores (Tortora et al.,2017). Já 

as micoses cutâneas, também chamadas de dermatomicoses, são causadas por fungos que 

infectam a epiderme, podendo também atingir os cabelos e as unhas. Essa infeção é transmissível 

entre indivíduos por contato direto ou contato com fios de cabelos e células epidérmicas 

contaminadas (Tortora et al.,2017). Por último, os fungos oportunistas no seu habitat natural são 

considerados inofensivos, porém podem tornar-se patogênicos em indivíduos imunossuprimidos. 

Um exemplo de fungo oportunista é o Pneumocytis, que causa infecções pulmonares e era uma 

das principais causas de pneumonia em pacientes HIV+ antes da introdução do tratamento com 

trimetoprim-sulfametoxazol (TMX-SMX) (Limper et al.,2017).         Entre as infecções fúngicas 

oportunistas mais comuns temos a Aspergilose e a Candidíase, causadas por espécies de 

Aspergillus e Candida albicans, respectivamente (Góralska et al.,2018). Abaixo, vamos 

descrever melhor sobre estas espécies. 

 

1.2. Aspergillus fumigatus 

As espécies do gênero Aspergillus são fungos oportunistas que fazem parte do filo 

Ascomycota, se caracterizam por serem fungos filamentosos, sua reprodução se dá através de 

esporos assexuais que se chamam de conídios e são produtores de micotoxinas e metabólitos 
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(Francisco, 2017). Eles são fungos saprotróficos e estão localizados no solo e na vegetação em 

decomposição, atuam na reciclagem de carbono e nitrogênio (Veerdonk et al. 2017). Existem 

mais de 250 espécies de Aspergillus spp., das quais por volta de 40 espécies podem causar 

infecções em humanos, sendo as mais comuns Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus 

(Góralska et al.,2018). 

Dependendo do status imunológico do indivíduo, o quadro clínico gerado pela infecção 

por A. fumigatus pode variar entre diferentes desordens respiratórias. Em pacientes saudáveis, o 

sistema imunológico é capaz de eliminar rapidamente os esporos inalados das vias aéreas. No 

entanto, em pacientes imunocomprometidos ou com algum defeito imunológico como 

neutropenia, asma ou doença pulmonar com cavitação, os esporos de A. fumigatus podem 

colonizar as vias aéreas e levar ao desenvolvimento da aspergilose; em quadros mais graves 

causar aspergilose invasiva (AI), que pode levar à morte do paciente. No caso de pacientes 

asmáticos, o aumento da carga de A. fumigatus na via respiratória está associada ao 

desenvolvimento de aspergilose broncopulmonar alérgica, doença que reduz a qualidade de vida 

de mais de 5 milhões de pessoas em todo o mundo (Nest et al., 2021; Latgé e Chamilos, 2019). 

De acordo com o Global Action Fund for Fungal Infections, mundialmente em 2016 houve mais 

de 250 mil casos de aspergilose invasiva sendo estimadas mais de 125 mil mortes, e 

aproximadamente 3 milhões de casos de aspergilose pulmonar crônica. 

A principal classe de medicamentos utilizados para o tratamento de aspergiloses é a dos 

azóis, tendo como alvo o ergosterol, componente essencial da membrana celular dos fungos. Os 

azóis inibem a biossíntese de ergosterol interferindo na integridade da membrana celular. Azóis 

como o itraconazol são utilizados principalmente para o tratamento de aspergilose pulmonar 

crônica, enquanto o voriconazol é usado como primeira linha de tratamento para aspergilose 

invasiva (Denning et al., 2016). Outros dois azóis, isavuzonazol e posaconazol, são 

recomendados para o tratamento de aspergilose invasiva e para pacientes de alto risco, 

respectivamente (Maertens et al., 2016; Liss et al., 2015). No entanto, apesar destes fármacos 

serem ainda a melhor via de tratamento contra aspergilose, há a problemática quanto à resistência 

à azóis que os Aspergillus spp. adquirem ao longo do tratamento, principalmente o Aspergillus 

fumigatus. 

O mecanismo de resistência observado em A. fumigatus é devido principalmente ao 

resultado de mutações no gene da 14-α sterol demethylase (cyp51A), principal alvo dos azóis. 

Mutações em determinados códons são observadas, como nas posições G54, M220 e G138 da 

proteína que induzem mudança nos canais de substrato fazendo com que o azol se ligue a uma 
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molécula heme e não mais ao lanosterol 14α-desmetilase que é essencial na biossíntese do 

ergosterol, permitindo a formação da membrana celular do fungo. Muitas dessas mutações 

resultam na resistência a quase todos os triazóis anti-Aspergillus (Garcia et al., 2018). 

 

1.3. Candida albicans 

As espécies do gênero Candida são fungos pertencentes a microbiota humana, que habitam 

o trato gastrointestinal e geniturinário, e a pele de seres humanos saudáveis. São fungos 

comensais, podendo causar pouco ou nenhum dano ao hospedeiro. Contudo, ao afetar o equilíbrio 

normal da microbiota ou quando o sistema imune está debilitado, pode acarretar danos ao 

hospedeiro, podendo levar a infeções oportunistas, como candidíase (Vila et al.,2017). 

Candida albicans é espécie responsável pela candidíase. No homem, existem diversos 

tipos de candidíase: mucocutânea, pseudomembranosa e vulvovaginal. A candidíase 

mucocutânea é a mais comumente encontrada no homem, acometendo áreas úmidas do corpo 

como os espaços interdigitais, regiões das mamas, axilas, as pregas das virilhas, debaixo de 

unhas, além da cavidade oral e vaginal (Vieira et al,.2014). A candidíase pseudomembranosa, ou 

candidíase oral, é caracterizada por placas brancas, macias e ligeiramente elevadas localizadas 

na língua e na mucosa bucal. Morfologicamente são um emaranhado de hifas fúngicas com 

epitélio descamado misturado, detritos necróticos, queratina, leucócitos, fibrina e bactérias (RAN 

et al.,2022). Já a candidíase vulvovaginal é caracterizada pela presença de coceira vaginal, 

queimação, dor e vermelhidão, seguido de corrimento vaginal (Willems et al.,2020). As lesões 

podem espalhar-se para o períneo, região perianal e inguinal (Vieira et al,.2014). Em mulheres 

grávidas, a candidíase vulvovaginal aumenta o risco de complicações na gravidez, como por 

exemplo, trabalho de parto prematuro, corioamnionite e candidíase cutânea congênita (Ghaddar 

et al.,2020).  

A candidíase pode também evoluir para a sua forma invasiva, onde a infecção se dissemina 

para outras partes do corpo, como válvulas cardíacas, cérebro, baço, rins e olhos. Essa forma é 

comum em pessoas com sistema imunológico debilitado e em pessoas hospitalizadas. Nestes 

casos, a taxa de mortalidade pode atingir níveis entre 40 e 60% (Kullberg et al., 2015; Li et al., 

2018). 

O tratamento para todos os tipos de candidíase consiste no uso de antifúngicos como 

equinocandina (caspofungina, micafungina ou anidulafungina), fluconazol, anfotericina B 

(Pappas et al., 2016). 
 



10 
 

1.4. Acetilação de proteínas em fungos 

Muitos processos celulares estão envolvidos na regulação da virulência de fungos 

patogênicos e em sua relação com o hospedeiro (Retanal et al., 2021), como por exemplo, 

alterações morfogenéticas, metabólicas e de adaptação térmica ao corpo humano, além da 

produção de metabólitos com papéis importantes nesse processo (Wassano et al.,2020). Diversos 

são os mecanismos que podem atuar regulando os processos celulares envolvidos na adaptação 

dos fungos patogênicos na relação parasito-hospedeiro. Uma maneira rápida e econômica é 

através de modificações pós-traducionais (PTMs) das proteínas relacionadas às vias celulares 

que regulam esses processos biológicos (Wassano et al., 2020). Entre as PTMs já identificadas 

em fungos podemos citar fosforilação, metilação, crotonilação e acetilação (Retanal et al., 2021). 

A acetilação é uma das PTMs mais abundantes e é caracterizada pela adição de um grupo 

acetil na região e-amino dos resíduos de lisina. Essa PTM neutraliza a carga positiva da lisina e 

pode conferir novas propriedades as proteínas modificadas, compreendendo mudanças na 

atividade enzimática, localização subcelular e interação com DNA. Além disso, a acetilação 

também é encontrada nas regiões N-terminais das proteínas, modificando resíduos de metionina, 

serina e treonina, desempenhando papel importante na síntese, estabilidade e localização 

subcelular de proteínas (Chen et al., 2020). 

A acetilação de lisinas foi descrita pela primeira vez nas caudas N-terminais de histonas, 

associada a regulação da estrutura da cromatina e regulação da expressão gênica (Allfrey et al., 

1964). Por muitos anos o foco de estudo dessa PTM foi seu papel na regulação da expressão 

gênica, mas com o aprimoramento das metodologias de proteômica foi possível identificar a 

presença da acetilação em milhares de proteínas não-histônicas em diferentes procariotos e 

eucariotos, envolvidas em diversos processos celulares (Narita et al., 2019). 

O primeiro acetiloma de um fungo patogênico foi descrito em 2016 por Zhou et al (Zhou 

et al., 2016). Os autores identificaram 1073 lisinas acetiladas (K-ac) em 477 proteínas em 

Candida albicans (Zhou et al., 2016). Em seguida, diversos outros estudos descreveram os 

acetilomas de mais de uma dezena de fungos patogênicos, como Trichophyton rubrum, Yarrowia 

lipolytica, Cryptococcus neoformans e Aspergillus flavus (Li et al., 2019; Wang et al., 2017; Xu 

et al., 2018). A partir desses estudos verificou-se que a acetilação está presente em proteínas de 

diferentes compartimentos celulares e envolvidas em muitos processos celulares (Wassano et al., 

2020), como divisão celular, metabolismo, controlar a transformação morfológica, formação de 

biofilme e resposta ao estresse oxidativo (Narita et al., 2019). 
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1.5. Regulação dos níveis de acetilação proteica 

A adição, remoção e reconhecimento dos grupos acetil nas lisinas é coordenado pelas 

lisinas acetiltransferases (KATs), lisinas desacetilases (KDACs) e proteínas contendo 

bromodomínios (BDPs). As KATs adicionam grupos acetil nas lisinas, enquanto as KDACs 

removem esses grupos. Já as BDPs se ligam as lisinas acetiladas e atuam recrutando proteínas 

que irão agir nas etapas seguintes (Marmorstein e Zhou, 2014; Seto e Yoshida, 2014; Fujisawa e 

Filippakopoulos, 2017). 

As KATs são agrupadas com base na similaridade de sequência de seus domínios de 

acetiltransferase em dois grupos principais, A e B, sendo que no grupo A encontramos proteínas 

de localização nuclear, enquanto no grupo B temos proteínas citoplasmáticas. As famílias mais 

comuns incluem GNAT, MYST, Hat1 e p300/CBP (Marmorstein e Zhou, 2014). As KDACs são 

subdivididas em quatro classes (I, II, III/sirtuínas, IV). As classes I, II e IV são categorizadas 

com base na similaridade de sequência com as desacetilases de levedura, Rpd3, Hda1 e 

HDAC11, respectivamente. Classe III KDACs, também chamadas de sirtuínas, são homólogas à 

Sir2 de levedura e requerem nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD+) como co-fator para sua 

atividade catalítica (Seto et al., 2014). Como este trabalho é focado nas KDACs, iremos detalhar 

melhor essa classe nos tópicos seguintes. 

 

1.6. Lisinas desacetilases (KDACs) 

As KDACs estão divididas em dois grupos, as histonas desacetilases e as sirtuínas, que 

formam quatro classes (I–IV) baseado nos seus mecanismos de reação e na homologia de 

sequência. As classes I, II, e IV compreendem as histonas desacetilases e utilizam o íon de zinco 

como cofator para reação catalítica (Spinck et al.,2021). O íon de zinco (Zn2+) é importante para 

estabilizar o substrato acetilado no centro catalítico da enzima, polarizando o grupo carbonila e 

assim tornando o carbono um alvo melhor para a molécula de água nucleofílica (Eckschlager et 

al.,2017). Já as enzimas da classe III irão utilizar o NAD+ como co-fator, que no final da reação 

de desacetilação vão formar O-acetil ADP ribose, nicotinamida e a lisina desacetilada 

(Eckschlager et al.,2017). 

As KDACs da classe I de mamíferos correspondem as HDAC1, 2, 3 e 8, sendo essas 

homólogas a proteína de levedura Rpd3 (Liu et al.2021). É importante destacar que somente a 

HDAC8 é uma enzima isolada funcionalmente, enquanto HDAC1, 2, 3 sempre irão atuar em 

complexos com outras proteínas. Esses complexos atuam provocando a repressão da expressão 
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gênica (Watson et al., 2012). Já as KDACs Classe II em mamíferos se dividem em dois 

subgrupos, Classe IIa e Classe IIb. A primeira engloba as HDAC4, 5, 7 e 9; enquanto a segunda, 

possui as HDAC6 e 10. Uma característica das KDACs Classe IIa é possuírem uma histidina 

substituindo a tirosina característica do no seu sítio ativo, afetando a atividade de desacetilação 

desse grupo de enzimas (Toro e Watt, 2020). 

As KDACs Classe III são as sirtuínas que em mamíferos se classificam SIRT1, 2, 3, 4, 5, 

6 e 7, e também são subclassificadas baseada em sua filogenia. As sirtuínas são caracterizadas 

por possuírem dois domínios, um domínio grande chamado de Rossmann-fold e um domínio 

pequeno de ligações do íon de zinco. O sítio catalítico é conservado e reside entre os dois 

domínios, numa espécie de sulco formando um túnel na proteína, no qual o substrato interage 

com o NAD+ (Yoshida et al.,2017). 

Por fim, a Classe IV apresenta somente um único membro, a HDAC11 (Dyke et al.,2014). 

A HDAC11 pode desacetilar histonas e algumas proteínas não histonas (Shukla e Tekwani, 

2020). 

 

1.7. Maquinaria de regulação da acetilação proteica em fungos 

O repertório de proteínas que compõem a maquinaria de regulação dos níveis de acetilação 

em fungos varia entre as diferentes espécies. Enquanto S. cerevisiae possui 3 KATs e 10 KDACs; 

A. fumigatus possui 8 KATs e 10 KDACs; e C. albicans possui 8 KATs e 11 KDACs, o que pode 

refletir os ambientes enfrentados por cada espécie durante seu ciclo de vida. No entanto, poucas 

são as proteínas pertencentes a maquinaria de regulação da acetilação proteica que tiveram sua 

função caracterizada em fungos patogênicos (Wassano et al., 2020; Chen et al.,2020). 

As KDACs de S. cerevisiae são as mais bem estudadas entre as espécies de fungos. Foram 

caracterizadas 10 KDACs em S. cerevisiae divididas em três classes: classe 1 (Rpd3, Hos1 e 

Hos2), classe 2 (Hda1 e Hos3) e classe III, sirtuínas (Sir2, Hst1, Hst2, Hst3 e Hst4). No geral, 

muitas dessas enzimas desacetilam proteínas não histonas. (Sauty et al.,2020). 

Em fungos patogênicos, como Criptococcus neoformans, 13 genes que codificam para 

KDACs estão presentes, sendo 5 da classe I (Rpd3, Hos1, Hos2, Clr 61 e Clr2); 2 da classe II 

(Hda1 e Hos3); e 6 genes da classe das sirtuínas (Sir2, Hst1, Hst2, Hst3, Hst4 e Hst5) (Li et al., 

2019). Tentativas de obter linhagens nocautes para todas as KDACs de C. neoformans 

demonstraram a essencialidade de apenas um dos genes, DAC12. Ensaios para avaliar fatores de 

virulência das linhagens mutantes identificaram redução na produção de melanina e na formação 

da cápsula para os mutantes de Hos2, Hda1, Rpd3 e DAC11; enquanto nocautes para Hos2 e 
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Hda1 apresentaram redução significativa na infectividade em modelos murinos de infecção in 

vivo (Li et al., 2019). 

Em A. fumigatus entre os 10 genes que codificam para KDACs, 4 pertencem a classe I e II 

(RpdA, HosA, HosB e HdaA) e 6 a classe das sirtuínas (SirA, SirB, SirC, SirD, SirE e HstA) 

(Wassano et al., 2020). Estudos de caracterização dessas enzimas mostraram que a classe I 

KDAC, RpdA é essencial para o crescimento de A. fumigatus e que a redução de sua expressão 

em ensaios de infecção em animais elimina a virulência do fungo (Bauer et al.,2019). 

As KDACs presentes no fungo C. albicans se classificam em 3 classes, sendo 11 genes 

divididos, na qual 4 pertencem a classe I (Hos1, Hos2, Rpd31, Rpd3), 2 na classe II (Hda1 e 

Hos3) e 4 na classe III (Sir2, Hst1, Hst2 e Hst3). Outra HDAC é a Set3 que não se enquadra nas 

classes anteriores. E assim como a classe III também é NAD+ dependente (Garnaud et al.,2016). 

 

1.8. KDACs como inibidores de fungos 

Considerando o papel que as enzimas reguladoras dos níveis de acetilação proteica, como 

as KDACs, podem ter em diversos processos celulares, elas têm sido exploradas como alvos de 

drogas para o tratamento de diferentes doenças, como por exemplo, diabetes, câncer, doenças 

neurodegenerativas e doenças infecciosas (Wang et al., 2015). Alguns inibidores de KDACs já 

foram desenvolvidos e testados em ensaios clínicos contra essas doenças, no entanto, o potencial 

de se explorar essas enzimas como alvos de drogas ainda é muito vasto. 

Esses inibidores de KDACs podem ser naturais ou sintéticos e normalmente consistem 

numa fração de ligação a metal ou grupo funcional, um grupo capping e um ligante. O processo 

consiste, na qual o grupo de ligação ao metal ajuda na ligação do metal catalítico ao sítio das 

HDACs. O grupo capping interage com os aminoácidos no sítio de ligação da lisina, enquanto o 

ligante com semelhança de estrutura com a cadeia de carbono presente no substrato acetil-lisina, 

conecta o grupo de ligação e capping metálico para interação com o sítio ativo da HDAC (Shukla 

e Tekwani et al.,2020). 

Um dos inibidores das KDACS class I e II é a Tricostatina A (TSA-A), que é um antibiótico 

produzido por Streptomyces hygroscopicus, que demonstrou ser promissor para o tratamento de 

infecções por Aspergillus fumigatus em combinação com o azol (Lamoth et al.,2014; Robbins et 

al.2012). Outro inibidor de HDACs com ação antifúngica é o butirato de sódio (SB) possui 

atividade antifúngica contra as infeções pelas espécies de Candida spp e C. neoformans (Nguyen 

et al.,2011). 
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1.9. Ferramentas computacionais no estudo estrutural e funcional de proteínas 

Recentemente, a área de predição estrutural de proteínas obteve um grande avanço com o 

lançamento da ferramenta AlphaFold. O AlphaFold é uma ferramenta revolucionária que foi 

desenvolvida pela empresa DeepMind, que utiliza um algoritmo de aprendizado de máquinas a 

partir de modelos tridimensionais de proteínas solucionadas experimentalmente para descrever a 

estrutura predita de proteínas a partir de uma sequência de aminoácidos (Serpell et al.,2021). 

Após o seu lançamento, já foram apresentados modelos tridimensionais preditos de todo 

proteoma humano (David et al.,2022). Inicialmente, o AlphaFold apresentou mais de 360.000 

estruturas de 21 proteomas de organismos modelos, acredita-se que brevemente esse número 

deve subir acima dos 100 milhões e assim representando o conjunto de dados UniRef90 (Varadi 

et al.,2021). 

O AlphaFold abrange conteúdos programáticos e de visualização interativa de alta- 

definição, permitindo análises estruturais de cadeias de proteínas, coordenadas atômicas, 

estimativas de erros de predição por resíduos e o grau de confiança do modelo (Varadi et al., 

2022). Assim, o AlphaFold fornece a comunidade científica a predição de qualquer sequência de 

aminoácidos, onde, baseado nas estimativas do programa, pode-se chegar em modelos com alta 

confiança (Jumper et al.,2021). 

Assim, essa ferramenta tem o potencial de revolucionar diferentes áreas de estudos e 

permitirá que avancemos de maneira considerável na identificação e caracterização de proteínas 

de diferentes patógenos, incluindo espécies de fungos, que futuramente poderão ser exploradas 

como alvos de drogas para o desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento de doenças 

causadas por agentes infecciosos, como os fungos. 
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1.10. Objetivos 

Dentro desse contexto, o presente trabalho buscou fazer um estudo estrutural das famílias 

das KDACs de duas espécies de fungos patogênicos, A. fumigatus e C. albicans, com intuito de 

gerar informações importantes sobre as enzimas desses fungos e que possam ser exploradas com 

para o desenvolvimento de inibidores específicos para possível tratamento das doenças causadas 

por esses organismos. 

No fim, pretendemos com essas informações contribuir para validação dessas enzimas 

como potenciais alvos terapêuticos. 
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2. Materiais e Métodos 
 

Para realizar todas as análises deste trabalho, utilizamos as espécies de fungos patogênicos 

C. albicans e A. fumigatus. Em paralelo, para fins de comparação utilizamos o organismo modelo 

Saccharomyces cerevisiae, e nas análises relacionadas a explorar o potencial das KDACs como 

alvos de drogas em C. albicans e A. fumigatus também utilizamos as HDACs de Homo sapiens. 

Inicialmente, foram obtidas as sequências de aminoácidos de cada uma das proteínas de interesse 

utilizando seus os códigos de acesso no banco de dados Uniprot (https://www.uniprot.org). O 

código de acesso referente a cada proteína estudada pode ser observados na Tabela 1. 

 
Tabela 1. KDACs utilizadas neste estudo e seus respectivos número de acesso no Uniprot. 

 
Espécie Classe I Uniprot Classe II Uniprot 

S. cerevisiae Hos1 Q12214 Hos3 Q02959 
 Hos2 P53096 Hda1 P53973 
 Rpd3 P32561   

C. albicans Hos1 

Hos2 

Rpd3 

Rpd31 

A0A1D8PMG7 

A0A1D8PJ17 

A0A1D8PSA6 

Q5ADP0 

Hos3 

Hda1 

A0A1D8PLH8 

Q5A960 

A. 
fumigatus RpdA Q4WI19 HdaA Q4WE71 

 HosA Q4WHY0 HdaB Q4W9N7 

Homo 
Sapiens 

  
Classe IIa 

 

 Hdac1 Q13547 Hdac4 P56524 
 Hdac2 Q92769 Hdac5 Q9UQL6 
 Hdac3 O15379 Hdac7 Q8WUI4 
 Hdac8 Q9BY41 Hdac9 Q9UKV0 
   Classe IIb  

   Hdac6 Q9UBN7 
   Hdac10 Q969S8 
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Em seguida, determinamos a posição do domínio de HDAC de cada proteína com a 

ferramenta InterPro Classification of protein families disponível no sítio Web 

https://www.ebi.ac.uk/interpro/. Assim, com as sequências de aminoácidos da proteína total e 

somente da região correspondente ao domínio HDAC, realizamos os alinhamentos dessas 

sequências, segundo cada classe de HDAC de cada espécie, por meio da ferramenta Clustal 

Omega https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/. Tais alinhamentos serviram para identificar 

o grau de conservação entre as sequências e localizar os resíduos de seus sítios ativos.  Utilizando 

os dados de conservação entre as sequências de cada classe de HDAC entre as espécies foram 

gerados os heat-maps com o software Prism 8. 

Os modelos tridimensionais preditos das proteínas estudadas no presente trabalho foram 

obtidos através do software AlphaFold, utilizando o AlphaFold Colab, disponível no site: 

https://colab.research.google.com/github/deepmind/alphafold/blob/main/notebooks/AlphaFol 

d.ipynb?authuser=1. Em paralelo, como suporte metodológico utilizamos o AlphaFold Protein 

Structure Database no site https://alphafold.ebi.ac.uk. É importante ressaltar que a proteína HdaB 

da classe II de A. fumigatus, foi obtida pelo software SwissModel, disponível no site 

https://swissmodel.expasy.org. A opção para obtenção da estrutura predita desta proteína pelo 

SwissModel se explica pelo fato do AlphaFold ainda ter certa dificuldade em predizer a estrutura 

de proteínas de tamanho elevado, como é o caso da AfHdaB. 

Todas as análises estruturais, como a estrutura global e posição de seus sítios ativos para 

cada proteína das classes I e II das KDACs foram feitas por meio do software Pymol 2.5, o qual 

está disponível para download através do sítio web https://pymol.org/2/ ou ChimeraX. Os 

modelos em .pbd gerados foram então utilizados para ensaios de docking molecular com 

Tricostatina A (TSA-A), um inibidor de HDACs classe I e II de mamíferos. Os dockings foram 

realizados com o software PyRx-Virtual Screening Tool, uma ferramenta que avalia as possíveis 

conformações de ligação do ligante oferecido à macromolécula. Utilizou-se a opção Vina 

Wizard, onde foi feito o upload do ligante e das macromoléculas (modelos tridimensionais 

gerados). Executa-se o Run Vina, e o programa gera arquivos em .pdbqt com a macromolécula 

e as opções de conformação de ligante com uma classificação de afinidade de ligação para cada 

conformação. Os arquivos foram então convertidos para .pdb e abertos no software Chimera 1.14 

para visualização e obtenção de imagens com o ligante na conformação desejada. 

Todas as imagens apresentadas no trabalho foram processadas utilizando software Adobe 

Ilustrador. 
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3. Resultados 
 

3.1. Identificação das KDACs de C. albicans e A. fumigatus 
 
Baseado na literatura e como mencionado no tópico de introdução C. albicans possui 10 

genes que codificam para KDACs, A. fumigatus 8 e S. cerevisiae 10 (Wassano et al., 2020). As 

KDACs de S. cerevisiae são divididas em três classes: classe 1 (Rpd3, Hos1 e Hos2), classe 2 

(Hda1) e classe III, sirtuínas (Sir2, Hst1, Hst2, Hst3 e Hst4) (Wassano et al., 2020). Assim, 

considerando a classificação de S. cerevisiae e os dados da literatura classificamos as KDACs de 

C. albicans e de A. fumigatus em três classes, sendo os membros de C. albicans divididos em 

classe I (Hos1, Hos2, Rpd3 e Rpd31), classe II (Hos3 e Hda1) e classe III (Hst1, Hst2, Hst3 e 

Sir2); e os de A. fumigatus em classe I (RpdA e HosA), II (HosB e HdaA) e classe III (SirA, 

SirB, SirC, SirD, SirE e HstA). 

Enquanto S. cerevisiae e A. fumigatus apresentam um número maior de membros da classe 

III, cinco e seis, respectivamente, C. albicans, possui um número maior de membros pertencentes 

a classe I e II. Essas diferenças podem estar relacionadas a biologia de cada espécie de fungo e 

refletir as adaptações que cada espécie precisa realizar em seu habitat natural. Na Tabela 2, 

destacamos alguns detalhes das KDACs das três espécies. 

Devido ao grande número de KDACs encontradas nas três espécies de interesse neste 

trabalho, decidimos focar as demais análises somente nas classes I e II. Desta maneira, obtivemos 

as sequências de aminoácidos de todas estas proteínas que foram exploradas nas análises 

subsequentes. 

 
Tabela 2. Detalhamento das KDACs utilizadas neste estudo e seus respectivos número de 

acesso no Uniprot, Aminoácidos e kDa. 
 

 Espécie   Proteína   UniprotID   Aminoácidos 
(n) 

  kDa  

C. albicans 
 Classe I  
 Hos1 A0A1D8PMG7 436 49,18 
 Hos2 A0A1D8PJ17 454 51,88 
 Rpd3 A0A1D8PSA6 480 54 
 Rpd31 Q5ADP0 577  
 Classe 

II 
 

 Hos3 A0A1D8PLH8 713 81,95 
 Hda1 Q5A960 833 92,91 
 Classe I 
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III 
 Hst1 Q5AQ47 655 74,33 
 Hst2 Q5A985 331 37,52 
 Hst3 Q5A1W9 487 55,08 
 Sir2 O59923 519 58,27 

  
A. fumigatus 

 Classe I  
 RpdA Q4WI19 688 76,03 
 HosA Q4WHY0 487 54,34 
 Classe II  
 HdaA Q4WE71 602 65,42 
 HdaB Q4W9N7 1,191 127,23 
 Classe 

III 
I 

 SirA Q4WQA4 493 54,61 
 SirB Q4WHC4 425 46,91 
 SirC Q4WMP3 318 34,66 
 SirD Q4WFZ3 403 45,18 
 SirE Q4WT50 614 67,13 
 HstA Q4WET3 381 41,53 

S. cerevisiae 
 Classe I  
 Hos1 Q12214 470 54,76 
 Hos2 P53096 452 51,45 
 Rpd3 P32561 433 48,9 
 Classe II  
 Hos3 Q02959 697 79,2 
 Hda1 P53973 706 80,07 
 Classe 

III 
I 

 Hst1 P53685 503 57,7 
 Hst2 P53686 357 39,97 
 Hst3 P53687 447 50,52 
 Hst4 P53688 370 41,76 
 Sir2 P06700 562 63,26 

  
 
 

3.2.  Identidade de sequência das KDACs de C. albicans e A. fumigatus 
 

Para iniciar as análises das KDACs (Classes I e II) de C. albicans e A. fumigatus 

comparamos a identidade de sequência das enzimas de cada espécie com as proteínas do 

organismo modelo S. cerevisiae. Nestas análises, foram utilizadas as proteínas na sua forma 

nativa e consideramos percentagem de identidade entre 0-100%, sendo 0-40% baixo; 41-60% 

médio; e 61-100% alta. 

Ao analisarmos as percentagens de identidade das enzimas pertencentes a classe 1 das 

KDACs, percebemos que as proteínas ScRpd3, CaRpd31 e AfRpdA, de S. cerevisiae, C. albicans 

e A. fumigatus, respectivamente, possuem taxa de identidade variando entre 60-100% (Figura 1). 

Porém ao avaliarmos os dados das proteínas da mesma classe I, ScHos1, CaHos2, AfHosA, essa 
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percentagem diminui, ficando entre os 50%, considerado um grau de semelhança médio. No 

contexto geral, as KDACs da classe I de C. albicans, A. fumigatus e S. cerevisiae poderiam ser 

consideradas como tendo grau de identidade médio entre si (Figura 1). 

Realizamos as mesmas análises para as KDACs da classe II das três espécies e verificamos 

que ao comparar ScHda1, CaHda1, AfHdaA, AfHdaB, a identidade de sequência entre elas é 

baixa, inferior aos 40% (Figura 1). No entanto, ao avaliarmos CaHda1 com ScHda1, ou CaHos3 

e ScHos3, a percentagem de identidade é média (~55%) (Figura 1). Assim, podemos concluir 

que no geral o grau de identidade entre as proteínas da classe II entre as três espécies é baixo, ou 

seja, inferior aos 40%. 

 

Figura 1. Percentagem de identidade de sequência das classes I e II das KDACs de C. albicans, A. fumigatus 
e S. cerevisiae. Foram utilizadas as sequências das proteínas nativas das enzimas pertencentes as classes I e II e a 
percentagem de identidade entre elas foi utilizada para construção do heat-map no software Prism 8. De maneira o 
grau de identidade entre as proteínas da classe I é considerado médio (entre 41-60%), enquanto que da classe II é 
considerado baixo (inferior a 40%). 

 
3.3. Análise filogenética das KDACs classe I e II de C. albicans e A. fumigatus 
 
Ao examinar a árvore filogenética podemos observar as diferenças em relação a cada 

espécie e classe, segundo o seu grau de identidade. No caso da classe I, em relação as proteínas 

CaHos2 e ScHos2 podemos sugerir que existe afinidade/similaridade entre elas, pois se 

encontram na mesma ramificação, enquanto a proteína AfHosA mesmo estando no mesmo 

patamar da ramificação apresenta um distanciamento filogenético quando comparado com as 

outras duas (Figura 2). Cenário semelhante é observado quando avaliamos as proteínas CaHos1 

e ScHos1, que parecem derivar de uma mesmo ancestral, mas divergem logo em seguida, dando 

origem a ramos distintos (Figura 2). Já para as proteínas ScRpd3, CaRpd31, CaRpd3 e AfRpdA, 

verificamos o surgimento a partir de um mesmo ramo, porém ocorrer uma subramificação que 
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separa AfRpdA das demais (Figura 2). 

Nas análises da classe II das KDACs, as proteínas CaHos3 e ScHos3 apresentam maior 

similaridade filogenética, já que derivam de um mesmo ancestral e permanecem no mesmo ramo 

evolutivo; enquanto AfHdaB é a enzima mais distante do ponto de vista filogenético comparado 

com as demais proteínas da classe II (Figura 3). No caso das proteínas CaHda1, ScHda1 e 

AfHdaA verificamos uma origem comum, que depois dá origem a dois ramos, um contendo 

AfHdaA e outro contendo ScHda1 e CaHda1 (Figura 3). 

 

 
 
Figura 2. Árvore filogenética dos membros da classe I das KDACs de C. albicans, A. fumigatus e S. cerevisiae. 
Para as análises foram utilizadas as sequências nativas de todos os membros pertencentes a classe I e as análises 
foram feitas utilizando o software Geneious Prime. Sc (S. cerevisiae); Ca (C. albicans); Af (A. fumigatus). 
 

      
    

Figura 3. Árvore filogenética dos membros da classe II das KDACs de C. albicans, A. fumigatus e S. cerevisiae. 
Para as análises foram utilizadas as sequências nativas de todos os membros pertencentes a classe I e as análises 
foram feitas utilizando o software Geneious Prime. Sc (S. cerevisiae); Ca (C. albicans); Af (A. fumigatus). 
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3.4. Obtenção das estruturas preditas das KDACs classe I e II de C. albicans e A. 

fumigatus 

 
Utilizando as sequências dos aminoácidos correspondentes ao domínio de HDAC das 

enzimas das classes I e II das espécies de S. cerevisiae, C. albicans e A. fumigatus geramos os 

modelos tridimensionais preditos das proteínas pelo software AlphaFold. Todos os modelos 

gerados são apresentados na Figura 4. 

Os modelos tridimensionais gerados pelo AlphaFold produzem uma métrica de confiança 

por resíduo de aminoácido chamada de teste de diferença de distância local prevista (pLDDT), 

que varia de uma escala entre 0 a 100. A pLDDT estima o quão bem a previsão concordaria com 

uma estrutura experimental baseando-se no teste de diferença de distância local Ca (IDDT-Ca), 

gerando um perfil de cores para cada região do modelo. Neste sentido, a coloração azul-escura 

representa intervalo de confiança entre 90-100%; azul-claro de 70-90%; amarelo de 50-70% e 

laranja de 0-50% (Tunyasuvunakool et al.,2021). Com base nessa métrica podemos afirmar que 

todos os modelos gerados possuem alta confiança (Figura 4). 

Todos modelos gerados para as proteínas da classe I e II de S. cerevisiae (Hos1, Hos2, 

Rpd3, Hda1 e Hos3) apresentaram intervalo de confiança entre 90 e 100%, como pode ser 

observado pela presença majoritária da cor azul no modelo (Figura 4). Somente nas extremidades 

dos modelos foram verificadas regiões com colorações azul-claro e laranja, indicando taxa de 

confiança variando entre 50-90%, porém isso não impactaria no uso desses modelos nas análises 

seguintes. 

De maneira semelhante todos os modelos gerados para C. albicans (Hos1, Hos2, Rpd3, 

Rpd31, Hda1 e Hos3) e A. fumigatus (HosA, RpdA, HdaA) apresentaram um intervalo de 

confiança entre 90-100%, representados pela cor azul-escura na estrutura dos modelos (Figura 

4). A única exceção foi para a proteína HdaB que apresentou baixa taxa de confiança no modelo 

gerado pelo AlphaFold. Devido a isso, um modelo foi gerado utilizando a ferramenta 

SwissModel. 

 

3.4.1. Análise estrutural do sítio catalítico das KDACs classe I de C. albicans e A. 

fumigatus 

 
Os aminoácidos que compõem a região do sítio ativo das KDACs da classe I são altamente 

conservados entre diferentes organismos. Ao avaliarmos o sítio ativo da HDAC1 humana, 
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membro clássico das KDACs de classe I, verificamos que os resíduos ali presentes são 

representados pelas histidinas H140, H141, H178; tirosina Y303 e ácido aspártico D176 e D264 

Esses resíduos formam uma região de interação com o íon de zinco, essencial para a atividade 

de desacetilação dessas enzimas. Vale destacar que o resíduo de tirosina 303 é importante para o 

ataque nucleofílico do substrato durante a reação de desacetilação (Bottomley et al.,2008; Marek 

et al., 2021; Yoshida et al.,2017; Toro e Watt, 2020). 

Para avaliar o nível de conservação dos aminoácidos que formam o sítio catalítico na 

HDAC1 entre os membros da classe I de C. albicans, A. fumigatus e S. cerevisiae, realizamos 

um alinhamento das sequências de aminoácidos do domínio HDAC entre elas, e verificamos a 

presença de todos os resíduos que compõem o sítio catalítico conservados nas enzimas dos 

fungos (Figura 5). As posições dos resíduos correspondentes de cada proteína das espécies de 

fungos estão descritas nas Tabelas 3, 4 e 5. 

Verificada a conservação dos resíduos que compõem o sítio ativo das KDACs de classe I 

nas três espécies de fungos por análises de sequência, o passo seguinte foi avaliar se esses 

resíduos também se mantinham conservados do ponto de vista de localização estrutural nas 

proteínas. Para isso, fomos avaliar esse fator utilizando os modelos preditos das estruturas 

gerados anteriormente. 

A estratégia que utilizamos para estas análises consistiu inicialmente em realizar um 

alinhamento estrutural entre as proteínas da classe I pertencentes a mesma espécie, seguindo da 

identificação da localização dos aminoácidos importantes no sítio ativo na estrutura delas. Essa 

abordagem foi escolhida porque as enzimas da mesma espécie são muito parecidas entres elas. 
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Figura 4. Modelos das estruturas tridimensionais preditas das KDACs classes I e II de C. albicans, A. 
fumigatus e S. cerevisiae. As estruturas preditas foram geradas utilizando a ferramenta AlphaFold. A confidência 
do modelo gerado é apresentada pelo padrão de cores, sendo: azul (90-100%); azul-claro (70-90%); amarelo (50- 
70%) e laranja (0-50%)
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Figura 5. Alinhamento das sequências de aminoácidos dos domínios de HDAC das proteínas humana 
(HDAC1) e das espécies de C. albicans, A. fumigatus e S. cerevisiae pertencentes a classe I. Os aminoácidos 
que compõem o sítio catalítico estão destacados em amarelo. Sc (S. cerevisiae); Ca (C. albicans); Af (A. fumigatus); 
Hs (H. sapiens). 
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Tabela 3. Resíduos pertencentes ao sítio catalítico das KDACs da classe I de C. albicans. 
 

Proteína ASP ASP HIS HIS HIS TYR 

Hos1 237 321 201 202 239 362 

Hos2 203 292 167 168 205 331 

Rpd3 184 272 148 149 186 311 

Rpd31 185 273 149 150 187 312 

 
Tabela 4. Resíduos pertencentes ao sítio catalítico das KDACs da classe I de A. fumigatus. 

 
Proteína ASP ASP HIS HIS HIS TYR 

RpdA 185 273 149 150 187 312 

HosA 210 304 174 175 212 343 

 
Tabela 5. Resíduos pertencentes ao sítio catalítico das KDACs da classe I de S. cerevisiae. 

 
Proteína ASP ASP HIS HIS HIS TYR 

Hos1 247 333 210 211 249 374 

Hos2 194 283 158 159 196 322 

Rpd3 186 274 150 151 188 313 

 
Iniciamos as análises de conservação estrutural com as enzimas da classe I de C. 

albicans e que após o alinhamento entre as estruturas preditas de CaHos1, CaHos2, CaRpd3 e 

CaRpd31 verificamos um alto grau de conservação entre elas (Figura 6A). Em seguida, 

utilizando os dados de alinhamento de sequência que determinaram a posição dos resíduos que 

compõem o sítio catalítico de cada enzima, buscamos na estrutura predita onde cada um deles 

se encontravam. Como podemos observar na Figura 6A, painel da direita, é possível verificar 

que todos os resíduos identificados anteriormente para cada enzima (ver Tabela 3) estão 

presentes no sítio catalítico e a distribuição de cada um é muito conservada entre CaHos1, 

CaHos2, CaRpd3 e CaRpd31 (Figura 6A e B). 

O mesmo processo foi feito para as proteínas da Classe I do fungo A. fumigatus, que 

correspondem a AfHosA e AfRpdA. Assim como observado para as proteínas de C. albicans, 
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verificamos um alto grau de conservação estrutural entre AfHosA e AfRpdA (Figura 7A), e 

também a presença dos resíduos identificados pelas análises de sequência (ver Tabela 4) 

compondo o sítio catalítico das enzimas (Figura 7A e B). 

Por último, ao analisarmos as proteínas de S. cerevisiae, ScHos1. ScHos2 e ScRpd3, 

também observamos um alto grau de conservação estrutural entre as três proteínas (Figura 8A) 

e novamente a presença de todos os resíduos identificados pelos alinhamentos localizados na 

região do sítio catalítico (Figura 8A, painel da direita e 8B). 

Assim, podemos concluir que todas as enzimas que fazem parte da classe I de C. 

albicans, A. fumigatus e S. cerevisiae apresentam estrutura do seu domínio de HDAC 

característica e a conservação estrutural dos resíduos que são cruciais para a atividade de 

desacetilação. 

 

 
Figura 6. Estrutura predita das KDACs da classe I de C. albicans. A. Domínios HDACs das enzimas CaHos1, 
CaHos2, CaRpd3 e CaRpd31, destacando os resíduos que compõem o sítio catalítico das enzimas. B. 
Representação dos resíduos que compõem o sítio catalítico e suas disposições na estrutura da proteína. 



28 
 

 
 
 

Figura 7. Localização dos resíduos do sítio catalítico na estrutura das KDACs da classe I de A. fumigatus. 
A. Domínios HDACs das enzimas AfHosA e AfRpdA de A. fumigatus, destacando os resíduos que compõem o 
sítio catalítico das enzimas (painel a direita). B. Representação dos resíduos que compõem o sítio catalítico e suas 
disposições na estrutura da proteína. 

 
 
 

 
Figura 8. Localização dos resíduos do sítio catalítico na estrutura das KDACs da classe I de S. cerevisiae. A. 
Domínios HDACs das enzimas ScHos1, ScHos2 e ScRpd3 de S. cerevisiae, destacando os resíduos que compõem 
o sítio catalítico das enzimas (painel a direita). B. Representação dos resíduos que compõem o sítio catalítico e 
suas disposições na estrutura da proteína. 
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3.4.2. Análise estrutural do sítio catalítico das KDACs classe II de C. albicans e A. 

fumigatus 

 
Enquanto HDAC1 é um membro clássico da classe I das KDACs em humanos, HDAC4 

é o membro clássico da classe II. Do ponto de vista estrutural, membros da classe II possuem a 

região N-terminal mais extensa que membros da classe I, apesar de também possuírem os 

resíduos de histidina, tirosina e ácido aspártico formando a região do sítio catalítico (Ruijiter et 

al., 2004). 

Em humanos, a classe II é dividida em IIa e IIb, sendo que dentro da IIa temos HDAC4, 

5, 7 e 9; enquanto HDAC6 e 10 pertencem a classe IIb. A principal diferença entre os membros 

da classe IIa e b reside na substituição do resíduo de tirosina presente no centro do sítio catalítico 

e crucial para a atividade de desacetilação por uma histidina na classe IIa. Essa substituição leva 

a baixa atividade de desacetilação dos membros da classe IIb (Ruijiter et al., 2004). 

Utilizando estratégia similar a usada para avaliar o nível de conservação dos 

aminoácidos que formam o sítio catalítico nas KDACs de classe II entre as proteínas de C. 

albicans, A. fumigatus e S. cerevisiae, foi feito um alinhamento das sequências de aminoácidos 

do domínio HDAC entre HDAC4 e as enzimas fúngicas, e verificamos a presença de todos os 

resíduos que compõem o sítio catalítico conservados nas enzimas dos fungos (Figura 9). As 

posições dos resíduos correspondentes de cada proteína das espécies de fungos estão descritas 

nas Tabelas 6, 7 e 8. 

Ao avaliarmos a conservação do resíduo de tirosina, que normalmente é substituído nas 

HDACs humanas pertencentes a classe IIa por uma histidina, verificamos que em nenhuma das 

enzimas de C. albicans (CaHos3 e CaHosA), A. fumigatus (HdaA e HdaB) ou S. cerevisiae 

(Hda1 e Hos3), encontramos essa alteração (Tabelas 6, 7 e 8). Esses dados sugerem que todas 

as KDACs da classe II dos fungos aqui analisados devem ter atividade de desacetilação, para 

confirmar esses dados são necessários experimentos funcionais utilizando as proteínas 

heterólogas de cada enzima. 
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Figura 9. Alinhamento das sequências de aminoácidos dos domínios de HDAC das proteínas humana 
HDAC4 e das espécies de C. albicans, A. fumigatus e S. cerevisiae pertencentes a classe II. Os aminoácidos 
que compõem o sítio catalítico estão destacados em amarelo. Sc (S. cerevisiae); Ca (C. albicans); Af (A. fumigatus); 
Hs (H. sapiens). 
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Tabela 6. Resíduos pertencentes ao sítio catalítico das KDACs da classe II de C. albicans. 
 
 

Proteína ASP ASP HIS HIS HIS TYR 

Hos3 355 528 315 316 355 576 

Hda1 308 399 266 267 308 439 

 
Tabela 7. Resíduos pertencentes ao sítio catalítico das KDACs da classe II de A. fumigatus. 
 
 

Proteína ASP ASP HIS HIS HIS TYR 

HdaA 314 407 274 275 316 447 

HdaB 399 529 361 362 401 580 

 
Tabela 8. Resíduos pertencentes ao sítio catalítico das KDACs da classe II de S. cerevisiae. 

 
 

Proteína ASP ASP HIS HIS HIS TYR 

Hda1 245 338 205 206 247 378 

Hos3 233 370 195 196 235 418 

 
Seguindo a mesma abordagem utilizada para as análises de conservação estrutural das 

proteínas da classe I, realizamos um alinhamento da estrutura das duas enzimas de C. albicans 

pertencentes a classe II (CaHos3 e CaHda1), e diferente do observado para as proteínas da classe 

I, CaHos3 e CaHda1 apresentam diferenças importantes do ponto de vista estrutural (Figura 

10). Apesar disso, quando olhamos para a localização dos resíduos que compõem o sítio 

catalítico de ambas as enzimas, CaHos3 (Asp355, Asp528, His315, His316, His355 e Tyr576) 

e CaHda1 (Asp308; Asp399, His266, His267, His308 e Tyr439), constatamos alto grau de 

conservação na região da proteína que eles ocupam (Figura 10, painel da direita). 

Ao contrário do observado em C. albicans, os membros da classe II de A. fumigatus 

(AfHdaA e AfHdaB) e de S. cerevisiae (ScHda1 e ScHos3), apresentam alto grau de 

conservação estrutural entre elas (Figuras 11 e 12). O mesmo verificamos para a localização 

dos resíduos que formam o sítio catalítico de cada enzima: AfHdaA (Asp314, Asp407, His274, 

His275, His316 e Tyr447); AfHdaB (Asp399, Asp529, His361, His362, His401 e Tyr580); 

ScHda1 (Asp245, Asp338, His205, His206, His247 e Tyr378); ScHos3 (Asp233, Asp370, 

His195, His196, His235 e Tyr418) (Figuras 11B e 12B). 
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Figura 10. Localização dos resíduos do sítio catalítico na estrutura das KDACs da classe II de C. albicans. 
A. Domínios HDACs das enzimas CaHda1 e Hos3 de C. albicans, destacando os resíduos que compõem o sítio 
catalítico das enzimas (painel a direita). B. Representação da posição dos resíduos que compõem o sítio catalítico 
das enzimas CaHda1 e CaHos3. 

 
 
 

 
Figura 11. Análise estrutural comparativa entre as KDACs da classe II de A. fumigatus. A. Alinhamento 
estrutural dos domínios HDACs das enzimas AfHdaA e AfHdaB de A. fumigatus, destacando os resíduos que 
compõem o sítio catalítico das enzimas (painel a direita). B. Representação dos resíduos que compõem o sítio 
catalítico das enzimas AfHdaA e AfHdaB e suas disposições na estrutura da proteína. 
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Figura 12. Comparação estrutural das KDACs da classe II de S. cerevisiae. A. Sobreposição da estrutura dos 
domínios HDACs das enzimas ScHda1 e ScHos3 de A. fumigatus, destacando os resíduos que compõem o sítio 
catalítico das enzimas (painel a direita). B. Disposição dos resíduos que compõem o sítio catalítico das proteínas 
ScHda1 e ScHos3 baseado nas suas localizações na estrutura de cada enzima. 

 

Considerando todos os achados relacionados as enzimas de C. albicans, A. fumigatus e S. 

cerevisiae pertencentes a classe II fica evidente que todas elas possuem as características 

necessárias para atividade de desacetilação presentes. Além disso, é importante mencionar que 

em nenhuma delas encontramos substituição da tirosina catalítica por uma histidina, o que é 

característico das HDACs da classe IIa de humanos (Ruijiter et al., 2003). Além disso, não 

observamos a presença de dois domínios HDAC, como pode ser detectado para a HDAC6 de 

classe II humana, em nenhuma das enzimas fúngicas avaliadas (Ruijiter et al., 2003). 

 
3.4.3. KDACs de C. albicans e A. fumigatus como potenciais alvos de drogas 

 
O primeiro passo para avaliar o potencial como alvos de drogas das KDACs de C. 

albicans e A. fumigatus, foi comparar a identidade de sequência dessas proteínas com as de 

humano. Desta maneira, consideramos o intervalo entre 0-100% de identidade de sequência 

entre as enzimas analisadas, sendo 0-40% grau baixo de identidade; 41-60% grau médio e 61-

100% grau alto de identidade. Ao compararmos as proteínas da classe I de C. albicans (CaRpd3, 

CaRpd31, CaHos1, CaHos2) e A. fumigatus (AfRpdA, Af HosA) com HDAC1, vemos que 

AfRpdA é a que apresenta o maior grau de identidade (~74%), enquanto CaHos1 possui o menor 

grau de identidade, ~38% (Figura 13A). As proteínas CaRpd3 e CaRpd31, também têm altos 

graus de identidade, 68% e 69%, respectivamente (Figura 13A). Já AfHosA e CaHos2 
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apresentam níveis de identidade entre 41-60% (Figura 13A).  

No caso dos membros da classe II de C. albicans (CaHda1 e CaHos3) e A. fumigatus 

(AfHdaA e AfHdaB) ao compararmos a identidade de sequência com HDAC4, observamos em 

geral que elas apresentam grau de identidade médio ou baixo (Figura 13B). AfHdaA e CaHda1 

possuem valor de identidade de 45 e 44%, respectivamente. Já as proteínas CaHos3 e AfHdaB 

apresentam níveis de identidade de 24 e 26%, respectivamente (Figura 13B).  

Para melhor visualizar as diferenças observadas na identidade de sequências, 

selecionamos as proteínas CaHos1 e CaHos3, que apresentaram a menor identidade com 

HDAC1 e HDAC4 humana, para avaliarmos as diferenças estruturais entre elas. Nesse sentido, 

utilizando os modelos preditos dos domínios de HDAC de cada enzima realizamos um 

alinhamento estrutural e confirmamos que as proteínas de C. albicans são muito distintas das 

HDAC1 e 4 (Figura 14). 

 

 
 

Figura 13. Identidade de sequência entre HDAC1 e 4 KDACs de C. albicans e A. fumigatus A. Heat-map da 
porcentagem de identidade entre HDAC1 e as KDACs da classe I de C. albicans e A. fumigatus. B. Heat-map da 
porcentagem de identidade entre HDAC1 e as KDACs da classe I de C. albicans e A. fumigatus. 
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Figura 14. Análise comparativa das estruturas das HDACs humanas e de C. albicans. A. Realizamos um 
alinhamento estrutural entre HDAC1 (azul-claro) e CaHos1 (magenta), que apresentou a menor identidade de 
sequência com HDAC1. Como observado nas análises de sequência, estruturalmente essas proteínas são muito 
distintas. B. Comparação entre as estruturas preditas de HDAC4 (azul-claro) e CaHos3 (azul-claro) evidenciando 
as diferenças estruturais entre as duas enzimas. 
 

 
Posteriormente, realizamos análises de docking para seleção de modelos estruturais mais 

robustos, tanto das KDACs como da TSA, para criar imagens representativas da interação do 

inibidor com as enzimas. Como controle dos ensaios utilizamos HDAC1 e 4 humana conforme 

mostra a figura a seguir: 
 
 
 

Figura 15. Análises de docking molecular das KDACs de C. albicans e A. fumigatus utilizando TSA. A. 
Docking molecular para HDAC1 e CaHos1, proteínas pertencentes a classe I das KDACs. Em ambas proteínas é 
possível verificar interação específica da TSA no sítio ativo. B. Verificamos a interação de TSA com o sítio das 
enzimas HDAC4 e CaHos3, pertencentes a classe II das KDACs, enquanto a interação com outro membro dessa 
classe, AfHdaB, fica restrita a outra região que não o sítio catalítico. 
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4. Discussão 
 

         Para iniciar o projeto primeiramente foi feito levantamento de dados sobre cada espécie de 

fungo, baseando-se em artigos publicados e revisados por Wassano et al., 2020; Sauty et al.,2020; 

e Chen et al.,2020. Pudemos com isso identificar as KDACs presentes em cada espécie de fungo,  

sendo as de C. albicans: classe I (Hos1, Hos2, Rpd3 e Rpd31), classe II (Hos3 e Hda1) e classe III 

(Hst1, Hst2, Hst3e Sir2); as de A. fumigatus: classe I (RpdA e HosA), II (HosB e HdaA) e classe 

III (SirA, SirB, SirC, SirD, SirE e HstA); e as de S. cerevisiae: classe I (Rpd3, Hos1 e Hos2), classe 

II (Hda1 e Hos3) e classe III, (Sir2, Hst1, Hst2, Hst3 e Hst4).     

        Após a identificação das proteínas de C. albicans e A. fumigatus, fizemos o alinhamento das 

sequências de aminoácidos de cada organismo, segundo sua classe com a do organismo modelo, 

S. cerevisiae. Assim, avaliamos o grau de identidade entre as enzimas das diferentes espécies, para 

avaliar o quanto as proteínas de cada classe apresentam nível de similaridade e afinidade entre si. 

Após obtenção dos resultados do alinhamento, foi feito heat-map com os dados obtidos, e pudemos 

concluir que nas proteínas da classe I, existem um grau médio de similaridade e afinidade (entre 

os 41-60%), e para as proteínas da classe II este grau de identidade é baixo entre elas (de 0-40%).  

        Para melhor compreensão dos dados obtidos de identidade, realizamos análises filogenéticas 

entre as enzimas de cada classe para avaliar com maior profundidade sua similaridade e origem. 

Com isso, observamos que para as KDACs da classe I, CaHos2 e ScHos2 existe uma certa 

afinidade e similaridade entre elas, já em contrapartida a proteína AfHosA apresenta 

distanciamento entre as ramificações, o mesmo ocorre com as proteínas CaHos1e ScHos1, que 

possuem ramos distintos das demais apresentadas anteriormente. No caso das KDACs classe II, as 

proteínas CaHos3 e ScHos3 possuem nível de similaridade que consideramos alto, pois se 

apresentam no mesmo ramo evolutivo e mesmo ancestral. Para as proteínas CaHda1, ScHda1 e 

AfHdaA, parecem ter uma origem comum entre si, porém, logo em seguida da origem dois ramos 

distintos são formados, um contendo AfHdaA e outro contendo ScHda1 e CaHda1. 

          Na etapa de obtenção dos modelos tridimensionais das KDACs de C. albicans, A. fumigatus 

e S. cerevisiae, gerados através do software AlphaFold, que é uma tecnologia de última geração de 

inteligência artificial, verificamos que todos os modelos obtidos possuíam um grau alto de 

confiança, o que permitiu a utilização dos mesmos nas etapas de análises estruturais comparativas. 

Baseando-se em dados publicados dos resíduos que compõem a região do sítio catalítico da 

HDAC1 de seres humanos, histidinas H140, H141, H178; tirosina Y303 e os ácidos aspárticos 

D176 e D264, fizemos o alinhamento das sequências de aminoácidos do domínio HDAC com a 
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classe I dos fungos estudados C. albicans, A. fumigatus e S. cerevisiae, e assim pudemos identificar 

os resíduos que fazem parte do sítio catalítico dessas enzimas. Verificamos um alto grau de 

conservação nos resíduos, como mostra nas Tabelas 3, 4 e 5. Em seguida, confirmamos que na 

estrutura predita estes resíduos estão realmente localizados na região do sítio catalítico, como 

esperado para as KDACs da classe I. 

         Para a classe II, foi utilizado o mesmo método de análise, tendo como base o trabalho 

publicado por Lee et al., 2021. Neste estudo, os autores caracterizaram o sítio ativo da proteína 

Hda1 de S. cerevisiae, indicando os resíduos pertencentes ao sítio catalítico como sendo: Histidinas 

H205, H206 e H247; Tirosina Y378 e ácidos aspárticos D245 e D338; além de sua localização 

estrutural na região do sítio ativo. Tendo conhecimento destes estudos, fizemos o alinhamento das 

sequenciais das proteínas HDAC4 de seres humanos, sendo uma das HDACs mais estudadas, com 

as proteínas da classe II dos fungos C. albicans, A. fumigatus e S. cerevisiae, e após estas análises 

identificamos os resíduos pertencentes a classe II de C. albicans e A. fumigatus. Além disso, 

confirmamos que os resíduos estavam localizados na região estrutural que compõem o sítio 

catalítico das enzimas analisadas. 

         Após a obtenção dos resultados apresentados anteriormente e considerando a necessidade 

do desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento das doenças causadas por C. albicans 

e A. fumigatus, e o potencial que as lisinas desacetilases possuem para serem exploradas como 

alvos terapêuticos, realizamos análises comparativas entre as enzimas da classe I e II de C. 

albicans e A. fumigatus com HDACs humanas pertencentes as mesmas classes. Os resultados 

obtidos tornaram evidente que do ponto de vista de potencial como alvos de drogas os membros 

da classe II de C. albicans e A. fumigatus são mais promissores comparados com as enzimas da 

classe I, pois apresentaram graus de similaridades menores. 

Em 1990, foi descoberto um potente inibidor de KDACs a partir de produto natural 

Tricostatina A (TSA-A). O TSA-A foi isolado de uma cepa de Streptomyces e originalmente 

identificado como um antibiótico antifúngico. Posteriormente, verificou-se que o TSA-A era 

capaz de inibir a atividade de KDACs purificadas em concentrações na faixa de nanomolar, ao 

mesmo tempo que células mutantes para uma KDAC específica eram mais resistentes ao TSA, 

fornecendo evidencias genéticas de que as essas enzimas eram o alvo primário do TSA (revisado 

em Seto E et al., 2014). Hoje, TSA é considerado um inibidor clássico das KDACs das classes I 

e II. Considerando todas as características estruturais que encontramos para as KDACs de C. 

albicans e A. fumigatus e o fato de termos verificado que CaHos1 possui baixa taxa de identidade 

com HDAC1, assim como, CaHos3 e AfHdaB, apresentam graus de identidade baixos 
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comparados com HDAC4 humana, decidimos realizar ensaios de docking molecular para as 

enzimas dos fungos utilizando o inibidor TSA e averiguar se este inibidor era capaz de interagir 

na região do sítio catalítico dessas enzimas, como descrito para HDAC1 e 4 (Seto et  al., 2014). 

Como esperado, verificamos para ambas as proteínas que TSA interage especificamente na 

região do sítio ativo (Figura 15). Também observamos que TSA interage na região do sítio ativo 

de CaHos1 e CaHos3, enquanto a interação com AfHdaB acontece em uma região distinta do 

sítio ativo (Figura 15). 

Assim, fica evidente o potencial de explorar moléculas derivadas de TSA-A como 

inibidores das KDACs de C. albicans e A. fumigatus, que futuramente possa servir para 

tratamento das doenças causadas por esses fungos.    
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5. Conclusões Gerais 
 

Neste trabalho utilizando a poderosa ferramenta de predição de estruturas proteicas, 

AlphaFold, fomos capazes de gerar modelos para todas as KDACs das classes I e II de C. 

albicans, A. fumigatus, S. cerevisiae e HDACs humanas, confirmando o potencial dessa 

ferramenta. Esses modelos permitiram que nós estudássemos de maneira mais profunda as 

características estruturais dessas enzimas com o intuito final de pelo menos predizer o potencial 

de explorá-las como alvos de drogas para desenvolvimento de novas terapêuticas para as doenças 

causadas por C. albicans e A. fumigatus. 

Constatamos que as KDACs de C. albicans e A. fumigatus possuem os resíduos               

descritos como parte do sítio catalítico (His, Asp e Tyr) e importantes para atividade de 

desacetilação extremamente conservados quando comparados com as KDACs humanas, por 

exemplo. No entanto, não observamos a substituição do resíduo de Tyr por His, característico na 

classe IIa de HDACs humanas, em nenhuma das proteínas de C. albicans ou A. fumigatus. 

Apesar da conservação dos resíduos presentes no sítio catalítico nas KDACs dos fungos, 

ao compararmos as identidades de sequência e estrutural delas com as enzimas HDAC1 e 

HDAC4 humanas, identificamos CaHos1, CaHos3 e AfHdaB, com potencial de serem 

exploradas como alvos de drogas. Além disso, verificamos por análises de docking molecular 

que o inibidor clássico de KDACs da classe I e II, TSA, é capaz de interagir com CaHos1, 

CaHos3 e AfHdaB correspondentes ao sítio catalítico. 

Em conclusão, podemos dizer que o AlphaFold apresenta robustez para a obtenção de 

modelos tridimensionais preditos de proteínas e que através das análises iniciais que realizamos 

podemos sugerir que CaHos1, CaHos3 e AfHdaB possuem potencial de serem estudadas como 

alvos de drogas. Esse potencial se refere ao fato delas apresentarem baixos graus de identidade 

em todos os aspectos analisados, comparadas com HDACs humanas. Obviamente, outros 

aspectos precisam ser avaliados e novas análises precisariam ser realizadas, tanto do ponto de 

vista estrutural como de análises experimentais. 
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6. Trabalho Futuro 

A ferramenta AlphaFold tem revolucionado a área de estudos de biologia estrutural. Através 

desse software podemos explorar novos mecanismos para desenvolvimento de tratamentos 

medicinais. No que tange nosso trabalho, poderemos utilizar a mesma estratégia de estudos para 

as proteínas da classe III das KDACs, sirtuínas, de C. albicans, A. fumigatus, e assim, não só 

avaliar suas características estruturais, mas também investigar seu potencial terapêutico. Além 

disso, essa abordagem pode ser aplicada para KDACs de qualquer organismo, contribuindo para 

o estudo de novos alvos terapêuticos para várias outras doenças em seres humanos. 
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