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Isolamento e sequenciamento do gene PCAFP codificante para peptideo

antifingico de Penicillium crustosum

Resumo: Infecgdes fungicas vém aumentando significativamente em todo o mundo,
devido a incidéncia de doencas infecciosas graves que debilitam principalmente
pacientes imunocomprometidos. Em virtude da elevada resisténcia aos
medicamentos antifingicos em uso, novas moléculas estdo tornando-se alvo de
pesquisas. Enquadram-se nessas os chamados peptideos antifingicos. Esses sdo
estudados por causa de sua capacidade de atingir as células alvo sem danificar o
organismo hospedeiro. Assim, este estudo investigou a presenca do peptideo
antifingico no Penicillium crustosum utilizando como referéncia a sequéncia
homadloga do gene PgAFP de Penicillium chrysogenum. Ao aplicar técnicas de biologia
molecular, o gene homologo PgAFP de P. crustosum foi obtido e sequenciado, bem
como o peptideo foi isolado, a partir do crescimento do fungo em meio de cultivo
liquido estressante para expressao do peptideo. O gene foi amplificado através da
técnica de PCR convencional, na qual foram desenhados oligonucleotideos (primers)
especificos para o gene PgAFP. A sequéncia completa do gene PcAFP de 405 pb foi
obtida com primers desenhados na regido a montante e a jusante do gene PgAFP. A
sequéncia gendmica foi comparada com sequéncias depositadas no banco de dados
do NCBI com a ferramenta Blastn. Apds essa acdo, o gene mostrou 96,30% de
identidade ao gene PgAFP do P. chrysogenum. A comparacéo da sequéncia completa
do gene PcAFP com o PgAFP permitiu revelar uma regido de 279 pb codificante para
0 peptideo antifungico. Esta sequéncia foi traduzida em sua sequéncia de
aminoacidos, comparada ao modelo do peptideo antifingico PgAFP do P.
chrysogenum e demonstrou homologia de 98.28% com esse. A modelagem do PCAFP
revelou o peptideo sinal conservado da familia das proteinas antifungicas, estrutura
tridimensional conservada com 3 pontes dissulfeto e dominio conservado A-core
encontrado nas PAFs. O peptideo foi analisado com a ferramenta para previsdo do
pl/Mw, que indicou massa molecular de 6,48 kDa e pl 8,83. O extrato obtido a partir
do sobrenadante do meio de cultura AFPIM mostrou um peptideo de 6,9 kDa em gel
de poliacrilamida Tricina SDS-PAGE 16%, contudo, ainda ndo conclusivo quanto ao
peptideo de P. crustosum. O extrato bruto extracelular do cultivo liquido foi testado
guanto a atividade antimicrobiana contra bactérias e levedura. No ensaio de
microdiluicdo em caldo, os microrganismos foram expostos a diferentes diluicdes do
extrato extracelular contendo o peptideo. Nesse, obteve-se atividade inibitdria contra
Staphylococcus aureus e Candida albicans. Em sintese, ao concluir o isolamento
desse peptideo em P. crustosum contribuiremos com a caracterizacdo de um novo
peptideo antifGngico com potencial para aplicacdo na saude, além de aumentar o
conhecimento sobre a estrutura e funcédo dessas moléculas bioativas.

Palavras-chave: Gene AFP, Penicillium crustosum, Peptideos Antifungicos,
Sequenciamento.



Isolation and sequencing of PCAFP gene coding for antifungal peptide of

Penicillium crustosum

Abstract: Fungal infections have been increasing significantly throughout the world
due to the incidence of serious infectious diseases that primarily weaken
immunocompromised patients. Due to high resistance to antifungal drugs in use, new
molecules are becoming the target of researches and in this class are so-called
antifungal peptides. These studies are being carried out due to the need to develop
new active molecules against pathogenic fungi, since these are becoming increasingly
resistant to existing drugs and increasing the number of immunocompromised hosts.
This study investigated the presence of the antifungal peptide in Penicillium crustosum
using as reference the homologous sequence of the PgAFP gene of Penicillium
chrysogenum. Applying molecular biology techniques, the homologous PgAFP gene
of P. crustosum was obtained and sequenced, as well as the peptide was isolated from
the fungus growth in stressful liquid culture medium for expression of the peptide. The
gene was amplified by the conventional PCR technique, in which specific
oligonucleotides (primers) were designed for the PQAFP gene. The complete PCAFP
gene sequence of 405 bp genomic fragment was obtained with primers designed
upstream and downstream of the PQAFP gene. The genomic sequence was compared
to sequences deposited in the NCBI database with the Blastn tool and the gene
showed 96.30% identity to the P. chrysogenum PgAFP gene. Comparison of the
complete PCAFP gene sequence with the PgAFP gene revealed a 279 bp region
encoding the antifungal peptide. This sequence has been translated into its amino acid
sequence and was compared to the PgAFP sequence of P. chrysogenum peptide
model demonstrating 98.21% homology with this peptide. The PcAFP modeling
revealed the conserved signal peptide of the antifungal family of proteins, three-
dimensional conserved structure with 3 disulfide bonds and A-core conserved domain
found in the PAFs. The peptide was analyzed with the pl / Mw prediction tool, in which
it obtained 6.48 kDa and pl 8.83. The extract obtained from the AFPIM culture medium
supernatant showed a 6.9 kDa peptide on Tricine SDS-PAGE 16% polyacrylamide gel,
however, not yet conclusive for the P. crustosum peptide. The extracellular crude
extract from the liquid culture was tested for antimicrobial activity against bacteria and
yeast. In the broth microdilution assay the microorganisms were exposed to different
dilutions of the extracellular extract containing the peptide, where activity against
Staphylococcus aureus and Candida albicans was obtained. In conclusion, the
isolation of this peptide in P. crustosum will contribute with the characterization of a
new antifungal peptide with potential application, besides increasing the knowledge
about the structure and function of these bioactive molecules.

Key words: AFP gene, Antifungal Peptides, Penicillium crustosum, Sequencing.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as infec¢cdes fungicas tém aumentado de maneira
surpreendente, bem como o nimero de mortes, principalmente em pacientes com
cancer, transplantados ou com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Nos
paises em desenvolvimento, o numero de jovens afetados por infec¢des fungicas é
proximo a 1 bilh&o.

A velocidade de crescimento dos fungos € lenta, silenciosa e de dificil
identificagdo em humanos. Devido a esse crescimento disseminado, a oferta de
antifngicos também esta aumentando, deixando-os susceptiveis a contrair uma certa
resisténcia frente a esses agentes. Os pacientes que recebem antibioticos fortes por
um periodo prolongado tém pré-disposicao a infec¢des fungicas, uma vez que 0s
antibidticos matam, além das bactérias nocivas, as benéficas, que ajudam na protecao
do organismo frente a outros microrganismos patogénicos.

O resultado € uma mudanca de equilibrio na microflora de diversas areas do
corpo, como a vagina, os intestinos e a boca. No entanto, infec¢bes fangicas
geralmente recebem menos atencéo do publico do que infecgdes virais e bacterianas,
porque estas espalham-se rapidamente e tém fortes efeitos sobre a sautde humana;
porém, € preciso salientar que algumas espécies de fungos também sdo patdégenos
graves. Avancos na medicina, particularmente no tratamento da AIDS e do cancer, e
as crescentes taxas de sucesso para o transplante de 6rgaos, levaram ao aumento
no numero de pessoas imunocomprometidas. Esses individuos sao altamente
suscetiveis a infec¢des fungicas.

O aparecimento da resisténcia a antimicrobianos contribui negativamente para
a tentativa de cura de pacientes acometidos por infec¢des, dentre elas, as causadas
por fungos. A falha terapéutica ocorre quando um paciente ndo responde ou nao
responde mais a um medicamento administrado em uma dose padrdo. Varios fatores
do hospedeiro, do medicamento e dos microrganismos contribuem para essas falhas.
Por exemplo, os pacientes com o sistema imunolégico comprometido tém maior
probabilidade de nédo responder a terapia porque o medicamento antifingico ndo tem
a assisténcia de uma resposta imunoldgica robusta na luta contra a infeccao.

Peptideos antifingicos (PAFs) sdo estudados como uma maneira de contornar
a resisténcia adquirida por fungos. Tal fato tem tomado grande importancia, visto que

essa alternativa ndo afeta as células do hospedeiro, ja que todos 0s organismos,
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fungos e humanos, séo eucariotos. Contudo, ensaios de efeitos antimicrobianos in
vivo sdo demorados, onerosos e esbarram em varias barreiras éticas (GOFFI, 2013).
Desta maneira, algumas ferramentas para analise e predicdo de Peptideos
Antimicrobianos (AMPs) in silico sdo estudadas na tentativa de auxiliar no
desenvolvimento de novas terapias (TORRENT; VICTORIA NOGUES; BOIX, 2012).

Para estudos in silico € necesséaria uma grande quantidade de dados baseados
em AMPs ja descritos e depositados em bancos de estudos, além de métodos
computacionais para analisar e definir quais AMPs sao viaveis para uma possivel
avaliacdo experimental in vivo. Além disso, as ferramentas computacionais serao
capazes de predizer quais peptideos apresentariam atividade antimicrobiana e
também poderd estimar qual seria a atividade antimicrobiana, comparando e
selecionando o0s peptideos com maior eficacia contra patégenos (TORRENT;
VICTORIA NOGUES; BOIX, 2012).

Os AMPs constituem os principais elementos do sistema imune inato dos
fungos, estdo amplamente presentes na natureza e representam um antigo
mecanismo de defesa. Sao caracterizados por pequenas proteinas e peptideos que
funcionam como uma ampla gama de mecanismos de defesa de primeira linha contra

patdgenos, como bactérias, fungos e virus.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Investigar a presenga do gene homdélogo PgAFP e induzir a producdo do

peptideo antimicrobiano pelo Penicillium crustosum em meio de cultura estressante.

2.2 Objetivos Especificos

- Amplificar o gene para o PAF (Peptideo Antifungico) do fungo P. crustosum
utilizando primers homélogos de PgAFP de P. chrysogenum;

- Verificar em gel de agarose as bandas equivalentes ao gene homélogo PgAFP
obtidas através de PCR e isolar a banda especifica do PCAFP;

- Sequenciar o fragmento isolado do gene PcAFP responsavel pela producao
do PAF;

- Verificar ainducao do PAF no fungo P. crustosum cultivado em meio de cultura
estressante.

- Realizar testes de atividade antimicrobiana com o extrato extracelular

contendo o peptideo em estudo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Estrutura celular dos fungos

Fungos séo eucariotos, sua parede celular é composta de quitina, 1,3-- e 1,6-
B-glucanas, proteinas e outros polimeros de organizacédo celular complexa. As células
fungicas tém um nucleo ligado a membrana no qual o DNA é envolvido pelas proteinas
histonas. A composicdo da parede é altamente flexivel e muda regularmente durante
a separacao das células. A parede celular esta intimamente associada a enzimas
hidroliticas que s&o responsaveis pela manutencao da flexibilidade desta estrutura e
podem desempenhar papel na divisdo e ligacdo cruzada de polimeros (FARUCK;
YUSOF; CHOWDHURY, 2016).

A membrana plasmatica, como todas as membranas celulares, envolve o
citoplasma da célula e controla 0 movimento de substancias para dentro e para fora
dela. Essas membranas contém trés lipidios principais: fosfolipidios, esfingolipidios e
esteréis (FARUCK; YUSOF; CHOWDHURY, 2016).

Duas camadas de fosfolipidios formam a membrana celular. Cada molécula de
fosfolipidio consiste de uma cabeca e um par de caudas. A cabeca € hidrofilica e as
caudas sao hidrofébicas (FARUCK; YUSOF; CHOWDHURY, 2016).

A fosfatidilserina e o fosfatidilinositol sédo os lipidios aniénicos mais comuns nas
membranas fangicas. As células eucaridticas contém esterdis. Nas células
eucarioticas inferiores, como os fungos, ha ergosterol, que € semelhante ao colesterol.
Essa diferenca no conteudo de esterol € explorada nos mecanismos de drogas
antifingicas (FARUCK; YUSOF; CHOWDHURY, 2016).

O chamado crescimento apical, € uma forma extremamente polarizada de
crescimento celular que leva a uma extensao tubular estreita da célula (TINDEMANS;
KERN; MULDER, 2006). No caso dos fungos filamentosos, essa estrutura é
denominada de hifa. Estas hifas s&o estruturas celulares cilindricas com um raio entre
1 e 10 um. A velocidade de crescimento varia amplamente de uma espécie de fungo
para outra, mas a média € em torno de 1 um/min. O comprimento de uma hifa
individual pode atingir muitas vezes o seu diametro, dando-lhe uma aparéncia distinta.

O citoplasma das hifas fungicas € separado da parte extracelular por um
envelope de células constituido por duas camadas. O interior € a membrana
plasmatica. A camada externa é uma parede celular rigida feita de uma rede de

polissacarideos e proteinas que sao interligadas por ligacbes de hidrogénio e
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covalentes. O processo de crescimento requer que 0 novo material seja inserido na
membrana plasmatica e na parede celular. Este material € entregue através de
exocitose de vesiculas. A medida que essas vesiculas fundem-se com a membrana
plasmatica, elas aumentam sua area superficial e, simultaneamente, depositam seu
contetdo na parede celular. De fato, o delicado equilibrio entre a quantidade de
materiais entregues a parede celular interna e externa € mantido pelo processo
reverso de endocitose (TINDEMANS; KERN; MULDER, 2006).

A caracteristica da estrutura celular dos fungos contribui para sua
patogenicidade e também €& importante do ponto de vista antifungico, visto que

existem poucas classes de drogas que sao capazes de atingir a estrutura flngica.

Membrana plasmdtica

Proteinas
GPl-ancoradas proteinas
¢ P{1,6) gicana
Quitina
Bl(1.3) glicana f

Figura 1 Estrutura da parede e membrana celular de fungo filamentoso.

Fonte: https://repositorio.bc.ufg.br/tede/bitstream/tede/7346/5/Tese%20-%20Marcela%20Suriani%20Ribeiro%20-
%202017.pdf


https://repositorio.bc.ufg.br/tede/bitstream/tede/7346/5/Tese%20-%20Marcela%20Suriani%20Ribeiro%20-%202017.pdf
https://repositorio.bc.ufg.br/tede/bitstream/tede/7346/5/Tese%20-%20Marcela%20Suriani%20Ribeiro%20-%202017.pdf
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3.2 Infecgdo Fangica

As doencas fungicas invasivas (IFDs) causam morbidade e mortalidade
significativas, afetando a saude humana e animal e comprometendo a seguranca
alimentar (DJORDJEVIC; LEV, 2018). Fungos que causam doengas em mamiferos
séo identificados como causadores de micoses (FARUCK; YUSOF; CHOWDHURY,
2016). Anualmente, eles afetam 300 milhdes de pessoas e causam 1,5 milhdo de
mortes, igualando ou excedendo a tuberculose e a malaria, respectivamente (Fungal
Infection Trust, 2017; CAMPOY; ADRIO, 2017; DJORDJEVIC; LEV, 2018).

Estimativas na literatura sustentam uma mortalidade de 30% a 40% para
candidiase invasiva (Candida spp)., 20% a 30% para criptococose disseminada
(Cryptococcus spp.) e uma porcentagem similar para aspergilose invasiva
(RAUTENBACH; TROSKIE; VOSLOO, 2016) comumente adquiridas em pacientes
hospitalizados (Aspergillus spp.) (CAMPOY; ADRIO, 2017; DJORDJEVIC; LEV,
2018), podendo causar, por exemplo, doenca pulmonar obstrutiva cronica (PERLIN;
RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017). Os fungos também
causam doencas sistémicas. Durante a infecc¢ao sistémica, o patdogeno espalha-se por
todo o corpo em vez de permanecer localizado (infec¢do local) (FARUCK; YUSOF,;
CHOWDHURY, 2016).

Atualmente, as doencas fungicas ocorrem com maior frequéncia, apesar de
serem bastante incomuns. O aumento €, provavelmente, devido ao crescente nimero
de individuos imunocomprometidos. Para levar uma vida normal, alguém com um
transplante de 6rgéo deve tomar poderosos inibidores imunoldgicos, a fim de evitar a
rejeicdo do novo 6rgdo. No caso das pessoas com AIDS, que também sédo afetadas,
o sistema imunolégico jA esta comprometido como consequéncia da doenca
(FARUCK; YUSOF; CHOWDHURY, 2016).

Individuos imunocomprometidos sdo o principal grupo afetado por IFDs e
incluem aqueles com HIV/AIDS ou neoplasias hematoldgicas, bem como receptores
de transplantes de células-tronco e de 6rgaos solidos (CAMPOY; ADRIO, 2017). Os
fungos também produzem infec¢des superficiais (envolvendo a pele e as superficies
mucosas) que tém maior incidéncia que as infeccbes invasivas, diminuindo a
gualidade de vida dos afetados.

As micoses superficiais sdo causadas, na maioria das vezes, por Malassezia
globose e Malassezia furfur. Micoses cutaneas e subcutaneas, que afetam estruturas

gueratinizadas, sdo causadas por géneros dermatdfitos como Trichophyton,
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Epidermophyton e Microsporum (CAMPOY; ADRIO, 2017). Porém, até mesmo esses
microrganismos causadores de infec¢des leves podem agravar-se e acabar causando
infeccBes mais graves, ou pelo paciente estar debilitado, ou por serem resistentes a
terapia usual.

Azéis, polienos e equinocandinas sdo as trés principais classes de drogas
usadas na terapia com IFDs. No entanto, essas drogas tém limitagcdes. Por exemplo,
o polieno anfotericina B € tdxico, apesar de seu status "padrao-ouro” para o tratamento
de IFDs (FALCI; DA ROSA; PASQUALOTTO, 2015), e a resisténcia a azéis e
equinocandinas estd emergindo (Fungal Infection Trust, 2017). Novas terapias que
sdo seletivas para alvos fangicos, que preferencialmente possuem um mecanismo de
acao diferente dos antifingicos atualmente disponiveis, séo, portanto, urgentemente,
necessarias para superar as limitacdes dos medicamentos e assim reduzir a alta
morbidade global, mortalidade e custo associado ao tratamento dessas infeccdes
(DJORDJEVIC; LEV, 2018).

Produtos farmacéuticos como os antibacterianos séo capazes de danificar com
sucesso as células bacterianas sem prejudicar as células humanas (HEGEDUS;
MARX, 2013). Entretanto, como os fungos sao eucariontes (RAUTENBACH;
TROSKIE; VOSLOO, 2016), descobrir um tratamento que o mate sem prejudicar as
células humanas é mais dificil (CAMPOY; ADRIO, 2017; HEGEDUS; MARX, 2013). A
maioria dos tratamentos quimicos € toxico, tanto para fungos quanto para humanos
(CAMPQY; ADRIO, 2017; FARUCK; YUSOF; CHOWDHURY, 2016). Décadas de
pesquisa farmacéutica trouxeram melhorias no tratamento de doencas fangicas
(FARUCK; YUSOF; CHOWDHURY, 2016).

Dos 1,5 milhdes de tipos de fungos estimados no mundo, aproximadamente
400 espécies podem causar doencas em animais e, pouquissimas, sdo responsaveis
por doencas humanas. No entanto, algumas infeccdes fungicas sdo causadas por
fungos oportunistas. Os parasitas facultativos ndo sdo dependentes de organismos
vivos e ndo evoluiram com quaisquer hospedeiros; portanto, eles sdo considerados
mais perigosos que parasitas obrigatorios. Além disso, eles também séo capazes de
atacar seus hospedeiros agressivamente e a probabilidade de mata-lo € maior do que
a dos parasitas obrigatérios (FARUCK; YUSOF; CHOWDHURY, 2016).

Todos os fungos sédo potencialmente prejudiciais, se o sistema imunol6gico
estiver comprometido (RAUTENBACH; TROSKIE; VOSLOO, 2016). Felizmente, na

maioria dos casos, a probabilidade de contrair uma infecgdo flngica grave é
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relativamente baixa em comparacdo com a probabilidade de doenca bacteriana
(FARUCK; YUSOF; CHOWDHURY, 2016).

A resisténcia antifangica é um processo evolutivo baseado na selecéo natural
de organismos que aumentam sua capacidade de sobreviver e crescer na presenca
de drogas. A evolugdo da resisténcia contra agentes antimicrobianos € onipresente
na natureza e os microbios desenvolvem vérias estratégias para combater a acdo de
drogas. Os mecanismos de resisténcia antifungica foram relatados em nivel molecular
para a maioria dos agentes antifiingicos e fungos patogénicos. Para neutralizar os
efeitos fungicidas ou fungistaticos de todas as classes de antifingicos, o0s
microrganismos desenvolvem trés mecanismos principais de resisténcia. O primeiro
baseia-se na diminuicdo da concentracdo efetiva do farmaco, o segundo em
alteracdes no alvo do farmaco e o terceiro € devido a modificacdes do metabolismo
para desviar os efeitos toxicos exercidos por alguns agentes antifungicos (CAMPOY;
ADRIO, 2017).

O uso de drogas antifungicas relacionadas a medicina na agricultura resultou
em reservatorios ambientais para gerar alguns patdgenos resistentes a drogas
(PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017).

3.3 Peptideos Antifungicos

A exploracéo de novos recursos microbianos é uma abordagem poderosa para
a descoberta de novos metabdlitos bioativos (RAUTENBACH; TROSKIE; VOSLOO,
2016). Microrganismos incomuns que prosperam em ambientes agressivos, como a
profundidade do oceano, crateras, residuos de minas acidas, etc., provaram ser bons
produtores de metabdlitos incomuns (WU et al., 2012). Muitas proteinas e peptideos
com atividade antifangica de plantas, bactérias, artropodes, anfibios ou os répteis
foram purificados e caracterizados (DELGADO et al., 2015; WU et al., 2012).

A crescente incidéncia de infec¢Bes causadas por varios fungos filamentosos
gera novos desafios, tanto para a medicina quanto para a agricultura, tendo em vista
0 numero crescente de hospedeiros imunocomprometidos e o surgimento de cepas
fungicas resistentes a antifungicos. Logo, h4 uma demanda substancial por novos
compostos com ampla atividade antifingica. Algumas proteinas secretadas por alguns
fungos filamentosos possuem estrutura semelhante a defensinas e tornam-se
interessantes, porque elas tém potente atividade antimicrobiana em fungos
filamentosos (DELGADO et al., 2015).



21

O surgimento de resisténcia em fungos a drogas de qualquer classe de
medicamentos limita severamente a terapia, porque poucas opc¢des de tratamento
estdo disponiveis. A resisténcia multidroga pode eliminar completamente as opcdes
de tratamento, o que tem um efeito devastador no resultado do paciente.

Na maioria dos casos, a falha terapéutica ocorre quando um paciente nao
responde mais a um medicamento administrado em uma dose padrdo. Fatores
medicamentosos e microbianos contribuem para essas falhas. Por exemplo, pacientes
com um sistema imunolégico comprometido tém maior probabilidade de nao
responder a terapia porque o medicamento antifangico ndo tem a assisténcia de uma
resposta imunoldgica robusta na luta contra a infeccdo. Outros fatores externos, por
exemplo, cateteres de demora, vélvulas cardiacas artificiais e outros dispositivos
implantados contribuem para infeccbes refratarias, pois essas superficies séo
frequentemente colonizadas por biofiimes impermeaveis a medicamentos.

Embora a penetragcdo do farmaco, nos locais de infec¢cdo, seja pouco
compreendida, sabe-se que a entrega do desse no hospedeiro contribui para o
sucesso e insucesso terapéutico (PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON;
ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017).

A exposicao a droga na forma de profilaxia, terapia repetida ou a longo prazo
esta associada ao surgimento de resisténcia (RAUTENBACH; TROSKIE; VOSLOO,
2016). Da mesma forma, a exposicao a fungicidas agricolas com alvos moleculares
idénticos aos dos antifungicos sistémicos semeou reservatorios ambientais de
organismos resistentes. A resisténcia microbiologica a medicamentos pode ser
primaria (natural-intrinseca) ou secundaria (adquirida).

A resisténcia primaria a drogas € encontrada naturalmente em alguns fungos
sem exposicado prévia e frequentemente envolve o mesmo mecanismo que causa
resisténcia adquirida, embora mecanismos desconhecidos também possam estar
implicados. Os mecanismos moleculares que conferem resisténcia antifingica séao
conhecidos em todas as principais classes de medicamentos, mas os fatores
biol6gicos complexos que promovem esses mecanismos estdo apenas comecando a
ser elucidados (PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO,
2017).

Os AMPs estdo amplamente distribuidos nos organismos vivos. Bactérias,
fungos, plantas e animais sdo fontes de numerosos peptideos catibnicos com

comportamento antimicrobiano (JOERGER, 2003).
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A partir da segunda metade da década de 1990, varios peptideos com
estruturas de defensinas foram isoladas e caracterizadas a partir de espécies de
fungos filamentosos pertencentes aos Ascomycetes (GALGOCZY et al., 2013).

Esses peptideos diferem em tamanho molecular, poténcia e espectro de
atividade (KOVACS et al., 2011; FARUCK; YUSOF; CHOWDHURY, 2016). Os AMPs
de ascomicetos (RODRIGUEZ-MARTIN et al., 2010) sdo particulas bioativas com
pesos moleculares na faixa de 1,3 kDa a 30 kDa (FARUCK; YUSOF; CHOWDHURY,
2016), apresentam carater basico por possuirem alto contetdo de arginina e residuos
de lisina (DELGADO et al., 2015). A presenca de seis a oito residuos de cisteina e
véarias pontes dissulfeto sdo suas principais caracteristicas comuns (KOVACS et al.,
2011).

Os AMPs constituem parte dos componentes criticos da imunidade inata em
todos os organismos (FARUCK; YUSOF; CHOWDHURY, 2016; HEGEDUS; MARX,
2013). Eles sao codificados por genes, sdo expressos e, rapidamente, transcritos por
inducdo (HEGEDUS; MARX, 2013). Em organismos multicelulares, a imunidade inata
apresenta a primeira linha de defesa, ndo necessitando de memoria imunologica para
combater imediatamente a invasdo microbiana (FARUCK; YUSOF; CHOWDHURY,
2016). AMPs, incluindo defensinas, proteinas de ligacdo a mirosinase e proteinas de
transferéncia de lipidios de baixo peso molecular foram extensivamente investigados
em varios organismos (TU et al., 2016).

AMPs produzidos por fungos filamentosos sdo mais ativos do que aqueles
produzidos a partir de bactérias e plantas e sdo potentes antifiungicos que afetam a
biossintese da parede celular (FARUCK; YUSOF; CHOWDHURY, 2016).

A Proteina antifungica de Penicillium spp. (PAF) e a Proteina antifingica de
Aspergillus spp. (AFP) sédo as proteinas antifungicas tipo defensinas derivadas de
fungos mais intensamente estudadas. Elas séo sintetizadas como pré-proteinas, que
contém uma sequéncia de sinal para a secrecao extracelular. Verificou-se que a
producdo de AFP e PAF é principalmente ativada por fatores de transcricdo. De fato,
as regifes upstream 5' de seus genes carregam Varios sitios especificos de ligacéo
de fatores de transcricdo que podem estar envolvidos na regulacdo em resposta a
sinais e tensdes ambientais. Embora o efeito antifungico da AFP e da PAF gere
sintomas semelhantes nos organismos suscetiveis, tais como inibicdo da germinagéo
de esporos e crescimento de hifas, retardo do alongamento das hifas, perturbacéao da

membrana, inducdo do estresse oxidativo intracelular e um fendtipo do tipo apoptose
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(RAUTENBACH; TROSKIE; VOSLOO, 2016), foi revelado que eles tém diferentes
modos de acgao.

Algumas proteinas do grupo dos PAFs foram purificadas, como: AFP de
Aspergillus giganteus (MOHAMED et al., 2016; VAN VLIET et al., 1994), PgAFP de
Penicillium chrysogenum (RODRIGUEZ-MARTIN et al., 2010), AnAFP de Aspergillus
niger (LACADENA et al., 1995), AcAFP de Aspergillus clavatus (SKOURI-
GARGOURI; GARGOURI, 2008), NFAP de Neosartorya fischeri (KOVACS et al.,
2011), NAFP de Penicillium nalgiovense (GEISEN, 2000) e FPAP de Fusarium spp.
(RODRIGUEZ-MARTIN et al., 2010; TU et al., 2016). A caracterizacdo genética
disponivel dos genes que codificam esses PAFs revelou quadros de leitura abertos
interrompidos por dois introns com sitios de splice conservados. Eles codificam
produtos de 92 ou 94 aminoacidos, que sdo precursores longos com um sinal
peptidico e uma pro-sequéncia que sao removidos para obter proteinas maduras
(RODRIGUEZ-MARTIN et al., 2010).

O AFP perturba o crescimento polarizado das hifas ao interferir direta ou
indiretamente com a biossintese da parede celular, enquanto o PAF atua via
transducéo do sinal da proteina G e exerce morte celular programada através da
liberacdo de espécies reativas de oxigénio e seus outros multiplos efeitos prejudiciais.
O AFP e o PAF sao relativamente estaveis em varias condicbes ambientais e até o
momento ndo apresentaram nenhum efeito toxico nas células de plantas ou
mamiferos. Todos esses recursos 0s indicam como adequados para aplicacdes
praticas no futuro (KOVACS et al., 2011), porque mostram espectro de inibicéo
bastante interessante nos fungos, sem efeitos prejudiciais nas células mamiferas
(ACOSTA et al., 2009; MARX, 2004).

Embora haja um namero de drogas antifingicas em uso, ha uma tendéncia
crescente de cepas resistentes que levam a alta taxa de mortalidade (HOWARD et al.,
2009; LIMPER et al., 2011), tornando assim o descobrimento de novos tratamentos
antifingicos de alto interesse. E amplamente aceito que um dos mecanismos mais
importantes de resisténcia seja basicamente devido a desregulacdo dos genes
efetores da resisténcia antifingica. Esta € uma consequéncia de mutacées de ponto
nos reguladores transcricionais desses genes efetores ou nos genes que codificam
alvos antifangicos (VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012). A identificacdo de
novos antifungicos é essencialmente alcancada pela triagem de colegbes de

compostos quimicos naturais ou sintéticos. Uma das maneiras mais préaticas de
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desenvolver novas classes de drogas antifungicas depende das pequenas proteinas
antifungicas produzidas comumente por plantas e fungos (PALICZ et al., 2013).

3.4 Estrutura e acdo dos Peptideos antifungicos (PAFs)

Os fungos filamentosos produzem um amplo espectro de proteinas defensivas,
algumas das quais, incluindo a proteina antifingica secretada por Penicillium
chrysogenum (AFP), sdo projetadas para impedir o crescimento de outros fungos
(PALICZ et al., 2013). As proteinas antifungicas semelhantes as defensinas, que
existem tipicamente em fungos filamentosos, podem ser distinguidas em dois grupos,
de acordo com suas sequéncias conservadas de aminoacidos: proteina de bolha
(GALGOCZY et al., 2013) e proteina antifangica (TU et al., 2016).

O AFP é uma proteina de baixo peso molecular (6,5 kDa), basica e rica em
cisteina, cuja sequéncia de aminoacidos N-terminal tem uma homologia com outras
proteinas antifungicas produzidas por outros fungos (MARX et al., 1995). O AFP inibe
0 crescimento de varios fungos patogénicos, incluindo Aspergillus fumigatus,
Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Botrytis cinerea (KAISERER et al., 2003) e
algumas espécies dermasthyte (GALGOCZY et al., 2008; PALICZ et al., 2013). As
proteinas do grupo AFP contém de seis a oito cisteinas que formam ligacdes dissulfeto
intramoleculares e estabilizam uma conformagao antiparalela de folha B flanqueada
por um segmento helicoidal, também denominado motivo a / B estabilizado com
cisteina (CSa / B) (DELGADO et al., 2016), formando uma topologia de barril
(GALGOCZY et al., 2013; TU et al., 2016).

Os AMPs antifungicos de origem fungica séo estudados com maior frequéncia
€ mostram caracteristicas estruturais similares as defensinas, mas ndo possuem a
hélice a (LACADENA et al., 1995; BATTA et al., 2009; HEGEDUS; MARX, 2013). Essa
estrutura compacta das proteinas antifungicas também contribui para sua
termoestabilidade, resisténcia a variacdo de pH e degradacdo mediada por proteases
(BATTA et al., 2009; HEGEDUS; MARX, 2013).

Além disso, as proteinas antifUngicas tém uma carga liquida positiva e sao
propostas para interagir com componentes da membrana plasmatica de carga
negativa, como lipidios e proteinas. Essa interacdo resulta na permeabilidade da
membrana ibnica seletiva que forma os estados transitoérios.

A interacdo da proteina antifangica com lipidios especificos e/ou componentes

proteicos da membrana plasmética leva a uma alteracdo da permeabilidade i6nica
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seletiva da membrana e a formacéo de poros transitérios e/ou resulta no transporte
de proteina (ativa) para a célula hospedeira (HEGEDUS; MARX, 2013; TU et al.,
2016), causando uma perturbacédo intracelular (PALICZ et al., 2013), nesta esses
antifingicos interagem com alvos intracelulares (HEGEDUS; MARX, 2013),
aumentando o nivel de espécies reativas de oxigénio (ROS) (DELGADO et al., 2016;
PALICZ et al., 2013; TU et al., 2016).

O metabolismo das células fungicas é alterado, iniciando o aumento do efluxo
de potassio (KAISERER et al., 2003; PALICZ et al., 2013) e influxo de célcio (o célcio
intracelular € um mensageiro secundario que regula varias respostas e sinais de
estresse em fungos, incluindo proteinas antifungicas) (BINDER et al., 2011,
DELGADO et al., 2017; HEGEDUS; MARX, 2013; KAISERER et al., 2003), causando
oxidacéo nas proteinas intracelulares, lipidios e acidos nucléicos, levando néo apenas
a desintegracdo das membranas celulares, mas também da mitocéndria (LEITER et
al., 2005; PALICZ et al., 2013).

Outro modo de inibicdo do antifungico é limitar o crescimento, implicando na
reducdo da sintese de quitina da parede celular fungica (HAGEN et al., 2007).
Portanto, a parede celular é perturbada e o crescimento fungico € interrompido, o AFP
entra nas células através de um mecanismo de transporte ativo (OBERPARLEITER
et al., 2003) e age intracelularmente, provavelmente através da sinalizacao
heterodimérica da proteina G (LEITER et al., 2005). Causa a hiperpolarizacdo das
membranas das células fungicas, o que leva a desintegracdo das membranas e,
consequentemente, a um fendbmeno semelhante a apoptose aparece (DELGADO et
al., 2016; PALICZ et al., 2013).

Estes efeitos toxicos, quando atingem um limite critico, também contribuem
para a morte celular programada do fungo afetado (PALICZ et al., 2013). Estes
resultados demonstram que as proteinas do grupo dos PAFs realizam acdes
antifangicas através de varios mecanismos (TU et al., 2016). Por outro lado, o AFP
ndo teve efeitos toxicos em uma variedade de células mamiferas (PALICZ et al.,
2013).
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3.5 Busca de gene homologo ao PgAFP em Penicillium crustosum

Atualmente o NCBI (National Center of Biotechnology Information) conta com
milhares de sequéncias génicas depositadas no Genbank. Essas sequéncias sao
fontes importantes para a busca de novos genes em organismos com origem proxima,
como € o caso do género Penicillium. Esse site abriga inUmeras sequéncias e, em
algumas espécies, conta até com genomas totalmente sequenciados. Em nosso
estudo, utilizou-se o genoma do fungo P. chrysogenum como referéncia para a busca
do peptideo homdblogo em P. crustosum através de comparacdo e alinhamento entre
as sequéncias encontradas. Dessa forma, o gene AFP em P. crustosum é estudado
como uma nova possibilidade de agente com atividade antifingica. Além disso, ainda
nao foi estudada a sua sequéncia génica e nem o seu peptideo codificado a partir do
gene.

A reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € utilizada para conseguir isolar uma
regido especifica em um genoma, para isso sdo necessarios basicamente iniciadores
de replicacdo (primers), uma enzima termoestavel (Tag Polimerase), nucleotideos
(dNTPs) e o material genético. Essa reacéo ocorre através de varios ciclos térmicos
(geralmente de 30-40) automatizados durante cada etapa de reacéo, por um periodo
determinado. No final, o tubo de reacao inclui cerca de 23 moléculas do produto de
PCR pretendido (SHAHI et al., 2018).

Diferentes técnicas manuais e automatizadas estédo disponiveis para avaliar o
produto de PCR amplificado. O habitual é reconhecer o tamanho do produto através
da técnica de eletroforese em gel de agarose com brometo de etidio, a visualizacéo
dessa da-se por luz ultravioleta. Os produtos de PCR aparecem, de acordo com seu
tamanho, em banda Unica, comparando-os com um marcador de peso molecular
(SHAHI et al., 2018).

Os cientistas utilizam o método de PCR para diagnosticar varias doencas,
identificar microrganismos, clonar e sequenciar genes e realizar investigacdes
guantitativas e gendmicas de maneira muito rapida e sensivel. A PCR possui ampla
aplicacdo em diversas areas, como aplicacdes médicas e pesquisa genética (CAl;
CASWELL; PRESCOTT, 2014; HAMIDI-ASL et al., 2015).

As principais vantagens da técnica de PCR s&o a simplicidade de quantificacéo,
alta sensibilidade, preciséo, andlise rapida, reprodutibilidade, controle de qualidade e

contaminacdo minima (SHAHI et al.,, 2018). A PCR também permite a deteccdo
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precisa de cepas de diferentes microrganismos com diferentes fenotipos (SHAHI et
al., 2018).

CAPITULO 1 - ARTIGO

Titulo do artigo: Caracterizagdo estrutural e génica de um novo peptideo
antifungico obtido de Penicillium crustosum

Juliana Beal Menegotto?, Lucas F. Ribeiro®, Rita de Cassia Garcia Sim&o?,
Alexandre Maller? Marina Kimiko Kadowaki?, José Luis da C. Silva®

a) Centro de Ciéncias Médicas e Farmacéuticas, Universidade Estadual do
Oeste do Parand, Cascavel-Pr, Brasil

b) Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil

Resumo

Para este estudo um novo peptideo antifungico PcCAFP (MM 6,48 kDa; pl 8,83) foi
obtido do sobrenadante do cultivo do fungo Penicillium crustosum. O gene codificante
do peptideo PcAFP foi confirmado a partir da comparagcédo com seu homologo descrito
em Penicillium chrysogenum PgAFP. PcAFP. E um pequeno peptideo rico em
cisteinas consistindo em 58 residuos de aminoacidos em sua forma madura. A
proteina imatura AFP de P. crustosum apresentou 95,65% de identidade com a
proteina antifungica de P. chrysogenum, enquanto o peptideo maduro apresentou
98,28% de identidade com PgAFP através de analises in silico. A modelagem
molecular da estrutura terciaria da forma madura revelou detalhes da estrutura
conservada presente nos AFP, tal como o motivo barril B estabilizado por 3 pontes
dissulfeto e 0 motivo conservado A-core. Em adicéo, a analise do extrato em Tricina
SDS-PAGE mostrou o provavel peptideo de 6,9 kDa, valor proximo da massa
molecular predita de 6,48 kDa do peptido maduro. Ensaios de atividade
antimicrobiana realizados por microdiluicdo, em caldo com o extrato bruto obtido do
meio de cultivo, mostraram atividade contra Candida albicans. Esses resultados
obtidos mostraram a conservacédo do gene PcAPF e alta identidade com a proteina
antifangica PgAFP descrita em P. chrysogenum. Essas caracteristicas estruturais e
bioquimicas tornam PcAFP um novo candidato para futuras investigacfes que
poderao auxiliar no desenvolvimento de novos compostos antifingicos.

Palavras-chave: gene AFP, Penicillium crustosum, Peptideos Antifungicos, PCR.

1. Introducéo

Nos ultimos anos, o surgimento de microrganismos resistentes a antifingicos
sintéticos tem causado preocupacdes e aumentado o nimero de casos por infec¢des
de pacientes imunocomprometidos. E alarmante o surgimento de cepas bacterianas

multirresistentes aos antibioticos de ultima geragdo. Em paralelo, os fungos
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filamentosos resistentes estdo nesta mesma situacdo (GALGOCZY; KOVACS;
VAGVOLGYI, 2010). A crescente incidéncia de infeccbes causadas por fungos
filamentosos em pacientes imunocomprometidos tem gerado novos desafios em
busca de moléculas bioativas que sejam eficientes no combate a fungos resistentes
(PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017).

Os fungos séo produtores de uma gama de biomoléculas bioativas, dentre elas,
destacam-se as proteinas semelhantes as defensinas que sao secretadas por muitas
espécies de fungos e apresentam potente atividade antimicrobiana (DELGADO et al.,
2015).

Esses peptideos diferem em tamanho molecular, poténcia e espectro de
atividade (KOVACS et al., 2011; FARUCK; YUSOF; CHOWDHURY, 2016). Os
Peptideos Antimicrobianos (AMPs) de ascomicetos (RODRIGUEZ-MARTIN et al.,
2010) sao particulas bioativas com pesos moleculares na faixa de 1,3 kDa a 30 kDa
(FARUCK; YUSOF; CHOWDHURY, 2016), apresentam carater basico por possuirem
alto conteudo de arginina e residuos de lisina (DELGADO et al., 2015). A presenca de
seis a oito residuos de cisteina e varias pontes dissulfeto sdo suas principais
caracteristicas comuns (KOVACS et al., 2011). As proteinas antifingicas semelhantes
as defensinas que existem tipicamente em fungos filamentosos podem ser
distinguidas em dois grupos, de acordo com suas sequéncias conservadas de
aminoacidos: proteina de bolha (GALGOCZY et al., 2013) e proteina antifangica (TU
et al., 2016).

As proteinas do grupo AFP contém de seis a oito cisteinas que formam ligacdes
dissulfeto intramoleculares e estabilizam uma conformacéo antiparalela de folha
flanqueada por um segmento helicoidal, também denominado motivo a/p estabilizado
com cisteina (CSa/B) (DELGADO et al., 2016), formando uma topologia de barril
(GALGOCZY etal., 2013; TU et al., 2016). Estas proteinas séo sintetizadas como pré-
proteinas e apds processamento proteolitico apresentam massa molecular de 5,8 a
6,6 KDa. Apesar de possuirem mecanismo de acao e aspectos estruturais similares,
elas apresentam baixa similaridade na sequéncia de aminoacidos (KOVACS et al.,
2011). Os AFPs inibem o crescimento de varios fungos patogénicos, incluindo
Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Botrytis cinerea
(KAISERER et al., 2003) e algumas espécies dermasthyte (GALGOCZY et al., 2008;
PALICZ et al., 2013).

O fungo Penicillium chrysogenum produz a proteina antifingica PgQAFP com
potente atividade antifingica (RODRIGUEZ-MARTIN et al., 2010). O PgAFP é uma



29

proteina de baixo peso molecular (6,5 kDa), basica e rica em cisteina, cuja sequéncia
de aminoacidos N-terminal tem uma homologia com outras proteinas antifungicas
produzidas por outros fungos (RODRIGUEZ-MARTIN et al., 2010; MARX et al., 1995).

Penicillium crustosum foi descrito pela primeira vez em 1930 por Thom,
sofrendo ao longo do tempo algumas variagdes taxondmicas e de nomenclatura, mas,
hoje, tem base sélida na identificagdo como P. crustosum (SONJAK et al, 2005). Esta
espécie produz uma gama de metabdlitos secundarios bem caracterizados, contudo,
ainda néo foi descrita qualquer proteina antifngica em P. crustosum.

Em nosso trabalho foi utilizado o genoma de Penicillium chrysogenum e a
sequéncia do gene PgAFP GQ911150.1, espécie, que em estudos prévios, tem
demonstrado atividade antimicrobiana, como referéncia para buscar através de
técnicas de biologia molecular uma proteina homologa no fungo isolado de regido de

mata atlantica Penicillium crustosum FP11.

2. Material e Métodos

2.1 Cepas microbioldgicas

A cepa de Penicillium crustosum FP11 foi isolada do Solo do Refugio
Biologico de Bela Vista e previamente identificada, numero de acesso do NCBI
KM065878 (DE SOUZA SILVA et al., 2016). As cepas bacterianas e leveduriformes
utilizadas nos testes de atividade antimicrobiana foram cedidas pelo setor de

microbiologia do Laboratorio Central do Hospital Universitario do Oeste do Parana.

2.2 Condicdes de crescimento do fungo Penicillium crustosum

O fungo filamentoso P. crustosum foi cultivado no meio AFPIM, que contém
componentes capazes de estressar 0 microrganismo a produzir peptideos (meio de
inducdo de proteinas antifungicas; 1,5% de amido, 1% de extrato de carne, 2% de
peptona, 0,5% de cloreto de sédio e 1% de etanol) (KOVACS et al., 2011; GALGOCZY
et al., 2013), submetido a uma rotacdo em shaker de 180 rpm a 28°C durante 7 dias,
de acordo com Marx (2004) e Kovacs et al. (2011). Para condi¢cdes de controle,
utilizou-se um meio AFPIM sem o fungo.

Em contrapartida, como um comparativo, foi utiizado o meio EMB (Caldo

extrato de malte; 2% de extrato de malte, 2% de glicose e 0,1% de peptona) (ACOSTA


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GQ911150.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=FXD64TDJ015
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et al., 2009; RODRIGUEZ-MARTIN et al., 2010) sob as mesmas condi¢des citadas

acima.

2.3 Extrac@o de DNA do micélio do fungo P. crustosum

Para a extracdo do DNA gendmico do micélio, o meio de cultura preparado foi
o EMB, de acordo com Acosta et al., 2009. O fungo foi inoculado e mantido em
agitacao por 180 rpm, a 28°C, durante 18 horas. O protocolo de extragao utilizado
seguiu a metodologia de Bueno (2018) com modificacdes. A cultura foi centrifugada a
5000 rpm, por 10 minutos, a 4°C, e o pellet foi coletado em um microtubo DNase e
RNase livre, de 1,5 mL até o volume de 0,5 mL. Adicionou-se 600 pL da solucéo de
extracdo (EDTA 0,05M; SDS 1%) e misturou-se delicadamente.

Posteriormente, foram adicionadas pérolas de vidro até a metade do microtubo
e agitada em vortex por 15 minutos. Em seguida, foi incubado durante 20 minutos em
banho seco a 66°C sob agitacdo de 800 rpm. Centrifugou-se a 13000 rpm, por 10
minutos, a 25°C. O sobrenadante foi transferido para outro microtubo. Entéo,
adicionou-se 50 pL de RNase 20mg/mL e misturou-se delicadamente. Incubou-se
durante 60 minutos, a 37°C, sob agitacdo de 500 rpm.

Em seguida, foram adicionados 300 pL de fenol e misturados delicadamente
por inversdo. Novamente, submeteu-se a centrifugacdo de 13000 rpm, durante 10
minutos, a 25°C. O sobrenadante foi transferido para outro microtubo e em seguida
400 pL de cloroférmio (alcool isoamilico, 24:1) foram adicionados e centrifugados a
13000 rpm durante 5 minutos, a 25°C. Mais uma vez, o sobrenadante foi transferido
para outro microtubo e essa Ultima etapa foi repetida. Em outro microtubo, foi coletado
0 sobrenadante e adicionados 63 L de acetato de potassio 5M (pH 4,8). A mistura
foi incubada, em banho seco, a 2°C, por 35 minutos. De novo, centrifugado a 13500
rpm, por 5 minutos, a 4°C.

Finalmente, o sobrenadante resultante dessa etapa foi utilizado com adicao de
1 mL de etanol 100%, gelado e misturado delicadamente. Mais uma vez, foi submetido
a centrifugacdo, a 13500 rpm, durante 5 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e 500 pL de etanol 70% gelado foi adicionado ao precipitado e a ultima
etapa de centrifugacao/adicao de etanol gelado 70% centrifugacgéao foi repetida. Outra
vez, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi totalmente seco a 35°C. Para finalizar,

foi ressuspendido em 50 pL de agua MilliQ. O DNA foi quantificado em
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espectrofotdbmetro a 260 nm (GRIFFITHS et al., 2000) e uma aliquota foi aplicada em
gel de agarose 1%.

2.4 Desenho e Sintese dos primers para Reacdo em cadeia da polimerase
(PCR)

Foram utilizados primers desenhados a partir do genoma do P. chrysogenum,
no qual ja foi descrita a presenca do peptideo antifingico PgAFP (RODRIGUEZ-
MARTIN et al., 2010). Foram testados inicialmente os primers PgAFP Fwd 5'-
ATGCAGATCACCAGCATTGCC-3 e PgAFP Rev 5’-
TCAAACTGGGGTCTGGCAGTC-3'.

Posteriormente, os primers PR2 5-CGCCAGTTACGAGACACACT-3’, PR4 5'-
CCGAACGAGTGTGGTGATAA-3 e PF3 5-CCGTGGGGCAGATCAGTAG-3’ foram
desenhados a partir da regido up e downstream do gene PgAFP do P. chrysogenum,
a fim de obter produtos de PCR para completar toda a regido do gene PcCAFP no P.
crustosum.

Foram utilizados os programas online da plataforma National Center for
Biotechnology Information (NCBI), Integrated DNA Technologies (IDT) e Joint

Genome Institute (JGI Portal).

2.5 Reacédo de PCR e Purificacdo dos Produtos de PCR

2.5.1 Reacbes de PCR com DNA genémico de P. crustosum

Para a realizacdo da PCR, foram utilizados os seguintes reagentes e
condicbes: 2,5 uL de Tampéo de amostra, 1 pL de cada primer 10pmol, 1 yL de
dNTPs, 1 pL de DNA 100ng/pL, 1 uL MgCl2 50mM, 0,5 pL de Taq Polimerase e 17 puL
de Agua DEPC 0,1%, totalizando 25 pL de amostra para a reacdo. O termociclador foi
programado para 95°C durante 2 minutos. Em seguida, foram repetidos 35 ciclos de
94°C por 1 minuto, 60°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, por ultimo 72°C para
a extensao final e 4°C para o Hold. Os primers utilizados para as reacfes de PCR
foram: PgAFP Fwd/Ver, para amplificacdo do gene PcAFP completo, e os primers
PR2, PR3 e PR4 foram otimizados, para amplificacdo de produtos para cobrir regioes

a montante e jusante do gene PcAFP.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.idtdna.com/
https://genome.jgi.doe.gov/
https://genome.jgi.doe.gov/
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Os resultados foram visualizados em gel de agarose a 1%, aplicando 5 pL de
cada amostra, corrido com tampao TAE 1X a 100V e as bandas foram visualizadas
em transiluminador UVP DigiDoc - Biolmaging Systems®.

2.5.2 Purificagéo e sequenciamento dos produtos de PCR

Reacgbes das PCR com os mesmos parametros do item 2.5.1 foram realizadas,
a fim de conseguir um maior volume de amostra para aplicacdo no gel e purificacéo
dos produtos de PCR.

Aplicou-se 50 puL de amostra amplificada por PCR em gel de agarose 2%,
correu em tampéo TAE 1X a 100V, as bandas foram visualizadas em luz UV e o
recorte do gel também foi feito sob emissédo de luz UV. Apoés recortado, seguiu-se o
protocolo do kit de purificagdo PureLink — Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen®).

Reacdes de PCR foram feitas com os primers PR2, PR4 e PF3 e purificadas.
Esses produtos foram encaminhados para realizagdo do sequenciamento. Os
produtos de PCR purificados foram encaminhados para a empresa HELIXXA® e

ACTGene®, de acordo com as recomendacdes exigidas.

2.6. Analise da Sequéncia de DNA gendmico e modelagem do peptideo
PcAFP

As sequéncias obtidas foram submetidas a analise de alinhamento com o
auxilio do programa de bioinformatica Clustal Omega. Neste, foram comparadas com
0 genoma e o gene PgAFP do P. chrysogenum para montagem da sequéncia
completa do gene PcAFP.

A proteina foi predita, a partir da sequéncia de aminoacidos do gene PcAFP,
obtida com a ferramenta Translate do Expasy (Bioinformatics Resource Portal) e a
estrutura terciaria foi modelada com o software PyMol. A massa molecular e o pl da
proteina madura foram preditos com a ferramenta para calcular o pl/mw do Expasy
(Bioinformatics Resource Portal). O peptideo sinal foi pesquisado com SignalP verséo

5.0.
2.7. Producéo do peptideo PcAFP a partir do meio de cultivo

Primeiramente foi separado o sobrenadante do micélio fungico, crescido em
caldo AFPIM (KOVACS et al.,, 2011) e em caldo EMB (ACOSTA et al., 2009;
RODRIGUEZ-MARTIN et al., 2010), sob as condi¢cbes adequadas de temperatura e
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agitacdo (GALGOCZY et al., 2013). A separacdo do filtrado extracelular foi feita
atraveés de filtracdo com bomba a vacuo.

Em seguida, o extrato bruto extracelular foi liofilizado no equipamento Terroni®
LT-1000/8, a fim de concentrar e reduzir o maximo possivel do volume. Posteriormete,
foi precipitado com 60% de sulfato de amdnio por 18 horas, centrifugado a 10000 x g,
durante 30 minutos, a 4°C. O precipitado foi acondicionado a -20°C e o sobrenadante
foi dialisado (Dialysis tubing, benzoylated Avg. flat width 32 mm, 1.27in., Sigma-
Aldrich® - corte molecular de 2 kDa) por mais 18 horas. A amostra dialisada foi
liofilizada e ressuspendida em 500 pL de agua deionizada. Na sequéncia, foi passada
em coluna com filtro de corte molecular de 10 kDa (Sartorius®, Vivaspin®).

Essas etapas foram realizadas com a finalidade de retirar todos os interferentes
e facilitar o isolamento da molécula estudada. Para evitar a possivel perda do peptideo
em alguma dessas etapas, todas as fracdes precipitadas e filtradas foram guardadas
em freezer -20°C.

Como comparativo para este teste, foi realizado o cultivo do fungo em meio
EMB sob as mesmas condi¢cdes de crescimento no meio estressante e as mesmas
condicbes de tratamento. Para controle dos peptideos produzidos pelo fungo foi
realizado um teste sob as condi¢cfes citadas acima, porém sem inoculo do fungo.
Posteriormente, uma aliquota de cada amostra foi aplicada em gel de poliacrilamida
Tricina SDS-PAGE a 16%.

2.8 Dosagem de proteinas e eletroforese em gel de poliacrilamida Tricina
SDS- PAGE

A dosagem proteica das amostras foi realizada através da metodologia de
Bradford (1976), utilizando albumina soro bovina (BSA) como padrao. Foi realizada
eletroforese de proteinas com gel de separacdo 16% de Poliacrilamida Tricina SDS-
PAGE, de acordo com Schagger (2006). As amostras foram preparadas na
proporcdo de 3:1, com o tampdo de amostra, acrescidas de 1 pL de beta-
mercaptoetanol, fervidas durante 5 minutos e aplicadas no gel. A corrida ocorreu nos
primeiros 20 minutos, a 90V para entrada da amostra no gel de empilhamento 4%. Na
sequéncia, a 120V no gel de separacao até atingir 1cm do final do gel de separacéo.

A coloracao foi realizada com Coomassie Blue, durante 1 hora sob agitacdo. A

solucéo descorante utilizada foi aquosa composta de 30% de &lcool etilico e 7% de
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acido acético, sendo trocada a cada 30 minutos até que o gel fosse descorado e as

bandas visualizadas.

2.9 Teste de atividade antimicrobiana

Para realizacdo dos testes de sensibilidade antimicrobiana, foram utilizadas
bactérias e levedura cedidas pelo Laboratério de Microbiologia do Hospital
Universitario do Oeste do Parana. Entre elas estdo Staphylococcus aureus (SA),
Pseudomonas aeruginosa (PA), Escherichia coli (EC), Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (MRSA), Escherichia coli B-lactamase
de Espectro Estendido (ESBL), Klebsiella pneumoniae Resistente a Carbapenémicos
(KPC) e a levedura Candida albicans (Cand).

O extrato utilizado para realizacao dos testes, foi o obtido através do inoculo do
fungo no caldo AFPIM. Foi esterilizado através de filtragdo com filtro de seringa 0,22
pum. O inoculo bacteriano foi padronizado seguindo a escala 0,5 de McFarland.

2.9.1 Microdiluicdo em caldo

A metodologia utilizada para esse experimento foi a padronizada pelo CLSI
(2003).

Foi utilizada uma placa de microdiluicéo estéril, contendo 96 pocos, arranjados
em colunas de 1 a 12 e linhas de A a H. Cada microrganismo corresponde a uma linha

e cada diluicao corresponde a uma coluna, conforme Quadro 1.
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Quadro 1. Mapa demonstrativo de cada microrganismo com suas respectivas diluiges.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
SA| A |CP|EST| 1/2| 1/4| 1/8 |1/16 |1/32|1/64|1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1024
PA| B [CP|MHB| 1/2| 1/4| 1/8 |1/16 |1/32 |1/64|1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1024
EC| C |CP 1/2| 1/4| 1/8|1/16 |1/32|1/64|1/128|1/256 | 1/512 | 1/1024
KP| D |CP 1/2| 1/4| 1/8|1/16 |1/32|1/64|1/128|1/256 | 1/512 | 1/1024
MRSA| E |CP 1/2| 1/4| 1/8|1/16 |1/32|1/64|1/128|1/256 | 1/512 | 1/1024
ESBL| F |CP 1/2| 1/4| 1/8|1/16 |1/32|1/64|1/128|1/256 | 1/512 | 1/1024
KPC| G |CP 1/2| 1/4| 1/8|1/16 |1/32|1/64|1/128|1/256 | 1/512 | 1/1024
Cand| H |CP 1/2| 1/4| 1/8|1/16 |1/32|1/64|1/128|1/256 | 1/512 | 1/1024

CP = Controle Positivo; EST = Controle de Esterilidade do extrato; Staphylococcus aureus (SA);
Pseudomonas aeruginosa (PA); Escherichia coli (EC); Klebsiella pneumoniae (KP); Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA); Escherichia coli B-lactamase de Espectro Estendido (ESBL);
Klebsiella pneumoniae Resistente a Carbapenémicos (KPC); Candida albicans (Cand).

Na coluna, 1 foram adicionados 100 puL de Caldo Mdueller-Hinton (MHB) em
cada poco. Posteriormente, 5 puL do inéculo padronizado foram adicionados ao meio,
seguindo a respectiva ordem: colunas A, B, C, D, E, F, G e H com as bactérias SA,
PA, EC, KP, MRSA, ESBL, KPC e Cand, como um controle positivo de crescimento.
Para garantir o controle de esterilidade do extrato e do meio, foram depositados 100
UL de cada nos pocos A2 e B2, respectivamente.

DiluicGes do extrato na razédo 2 foram feitas. Foram pipetados 100 uL de MHB
em todos 0s pocos a partir da terceira coluna em diante. Entdo, 100 puL do extrato
foram adicionados em todas as linhas da coluna 3 e homogeneizados com a
micropipeta, resultando em uma dilui¢cdo 1/2, 100 pL. Desta diluicdo foram retirados e
repassados para a coluna seguinte (diluicdo 1/4). Assim sucessivamente até chegar
a ultima coluna. Desse modo, 100 pL deste ultimo poco foram desprezados, dando-
nos uma diluicao final de 1/1024. Com a placa pronta, foram pipetados 5 pL no indculo
de cada bactéria, em cada poco, nas suas respectivas linhas, da mesma forma que
foram pipetados para obter o controle positivo de crescimento.

Apés todas as pipetagens, com a placa pronta, esta foi lida em 600 nm e os

valores foram anotados para comparacao.
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A placa foi coberta e envolvida por papel flme e incubada a 37°C, durante 18
horas. Imediatamente apés a incubacao, a placa foi submetida a leitura a 600 nm,

novamente.
3 RESULTADOS

3.1 Extracao de DNA do P. crustosum e isolamento do gene PcAFP

Apo6s a extracdo do DNA fangico nas condi¢cbes de crescimento ideais, o DNA
gendmico foi visualizado em gel de agarose 1% para a comprovacgao da qualidade e
pureza. Na Figura 1-A, pode-se observar a amplificacéo do produto de PCR referente
ao gene PcAFP caracterizado pela banda de 405 pb inferior mais proeminente no gel
e a amplificacdo dos fragmentos com os primers desenhados na regido a montante e
jusante do gene PgAFP para cobrir todo o gene PcAFP (Figura 1-B).

Figura 1 A- Fragmento do gene PcAFP de 405 pb amplificado indicado com os primers
Foward/Reverse do gene PgAFP e B- amostras amplificadas por PCR com os primers PR2/PF3
Aml, Am2 (PR4/PF3) e Am3 (Prev/PF3). A amostra Am2 de 900 pb foi sequenciada para completar
as regides 5’ e 3’ do gene PcAFP. Padrdo A/Hindlll em A; padréo Ludwig Ladder 100 pb em B e C.

3.2 Andlise da sequéncia do gene PcCAFP e comparacao a familia AFPs

O alinhamento com o gene PgAFP de P. chrysogenum (GQ911150.1) foi
realizado para mostrar a homologia da proteina antifingica em nivel génico (figura 2).
A sequéncia genbmica de 405 pb de P. crustosum, foi utilizada para uma busca no
Blastn para comprovacdo da homologia com o gene de P. chrysogenum. A andlise
revelou identidade de 96,30% ao gene PgAFP de P. chrysogenum com e-value 0.0,
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demonstrando alta identidade com esse gene. Os AFPs sdo conservados
estruturalmente, mas apresentam variabilidade na sequéncia priméaria de amino&cidos
de 31,6-91,4% (KOVACS et al., 2011). Esse resultado mostra que os genes PgAFP e
PcAFP sdo quase idénticos em nivel génico. A sequéncia obtida do gene de P.

crustosum foi depositada no NCBI com o niumero de acesso MN171487.

Pchrysogenum
Pcrustosum

ATGCAGATCACCAGCATTGCCATTATCTTCT TCGCCQCAATGRETGCGAT TR TAACCCC
ATGCATATTACTAGCATTGCCATTATCTTCT TCGCCGCAATGRECACGAT TACTAGCCCC

FmEdk R RR REksrmsrRsRskrrkeRsdsdRrRsfesdsd sReERgksis RERs

Pchrysogenum ATCGCGAGGEAGTCORACGATCTTRATGCCCRARACGTACAGITTAGTAAATTCGEAGES 1248
Pocrustosum ATCOCOACCOAGTCOGACGATCTTRATGCCCOARACOTACAGITTAGTAAATTCGEAGRS 1248
T I T Tk T e T T e T S S e T T T
Pchrysogenum GTAARTTCTTCTTACAAGACGTCTATATAGAAA-TAGCACTARCCTTTCTGAACCACTTT 179
Pocrustosum OTRAGTTCTTCTTATAAGATATCTATATAGAARATAGCAGALACCTTTCTGAACCGCTTT 154
EmEmkkERERRkRg SRk sRsREEiERsdsd dRsdd sRddsRsERgsis RERs
Pchrysogenum ACAGRAATECAGCTTEAAACACAACACGTACACATACCTAALGEATERAALGARCCATET 230
Pocrustosum ACAGGAATECAGCTTEAAACACAACACATACACATACCTAALGGEATORMALGARCCATAT 2448
E T e T T T e S e T T T T T e ey
Pchrysogenum AGTCAATTECGAT TCAGCCGCCAACAAGAAGOTAGETTCCRAT TCGATTCGRGECCAATT 299
Pocrustosum AGTCAATTECOGT TCAOCCOCCAACAAGAADGTAGATTCCOAT TCGATTCOOGECCAATT  364a
E T e e T T T e T T T T T e e e e ey
Pchrysogenum GATTTGTTCTTATCATTTAATCTTCATCTACAGTGEAAGTCTEATCGCCACCACTATGASL 359
Pocrustosum GATTTOTTCTTATCATTTAATCTTCATCTACAGTGEAAGTCTEATCGCCACCACTATGASL 364

Pchrysogenum
Pcrustosum

E T e T T T e S e T T T T T e ey

TACGATGAGCACCACAAGAGROTTRACTECCAGACCCCAGTTTRA 424
TACGATGAGAACCACAAGAGEATTRACTECCAGACCCCAGTTTGA 485

B e T B T T e e T Ty

Figura 2 Alinhamento da sequéncia completa do gene afp de P. crustosum e da sequéncia GQ911150.1
Penicillium chrysogenum cepa RP42C proteina antifingica com o software Clustal W.

Na figura 3, pode ser observado que o gene PCAFP € interrompido por introns
com sitios de splicing conservados que, apdés o mecanismo de splicing, gera um
MRNA de 279 que codificara a proteina com 92 aminoacidos quase idéntica ao gene
PgAFP (RODRIGUEZ-MARTIN et al., 2010). Essa sequéncia foi traduzida com a
ferramenta do expasy translate tool (https://web.expasy.org/translate/) a partir do
guadro de leitura aberta para o gene PcAFP. Essas proteinas, em geral, sao pré-
proteinas que contém um peptideo de sinal para secre¢do e um pro-peptideo que é

removido apos a secrecdo (KOVACS et al., 2011).
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1 atgoatattactagoattgocattgtottotbogoograatgggogogottgotagooocatogogacogagtoggacgatottgatgooocgagacgtace
M #® I TS TI&RIVVV FUEUSBRPAEHNOGSLARYRRSPILZWTIEUSTDIZLRTILTDSEERTDLDVUYQ
102 gottagtasattoggaggagtaagttcttcttataagatgtctatatagasaatagoagasacctttoctgaaccgotttacaggaatgoagettgasacacas 2
L 5§ E F ¢ § <« Inktron 1 *»»E C© BE L KE H H
204 acacgtgoacatacctzaagggtggasagaaccatgtagtesattgoggttoggyoogocaacaagasggtagatteocgattogattecggggocaattgatt
I ¢ T ¥L EKE & g ENHVYUNOLCCG S R L HNE E << Inkron 2
30& t.gttcttatcatt‘taatcttcatctacgg‘tgcaagtctq:tcg"caccactgtqaata"gatgagaac"a"aagagggttgactg"caqa"cccagtttga
»C E 8§ DR H Y CETYDEW®NWHZEKT ERTYWYUDOGCQTEV

Figura 3 Sequéncia completa do gene PCAFP P. crustosum. O quadro de leitura aberta foi traduzido
em aminoacidos. Sequéncias consenso dos introns estdo sublinhadas.

Na figura 4, mostramos o alinhamento da proteina deduzida com a proteina
antifungica ortéloga de P. chrysogenum. A proteina PCAFP apresenta um residuo de
aminoacido diferente na sequéncia-sinal (1-18) e 2 residuos diferentes na pro-
sequéncia (19-34). A proteina madura do residuo 34-92 apresenta apenas um residuo

distinto substituindo Histidina por Asparagina.

Pocrustosum MHITSIAIVFFAAMGAVASPIATESDDLDARDVOLSKFGGECSLEHNTCTYLKGGKNHVY 6@

Pchrysogenum MOITSIAIVFFAAMGAVANPTARESDDLDARDVOLSKFQOGECSLEHNTCTYLKGGKNHVY 6@
=3 . E R R R . Hkdk SundkddkisihddkdkRadsddrRkddhnkdk Rk

Porustosum MNCGSAANKKCKSDRHHCEYDENHKRVDCOTRY 92

Pchrysogenum NCGSAANKKCKSDRHHCEYDEHHKRVDCOTRY 92

EEREEREEREE R R R R : EREEREREIE

Figura 4 Alinhamento clustal W das proteinas antifingicas de P. chrysogenum (ACX54052.1) e da
proteina deduzida PcAFP de P. crustosum.

Analisando a sequéncia da proteina com o algoritmo Blastp, a proteina
completa AFP de P. crustosum apresentou 95,65% de identidade com a proteina
antifangica de P. chrysogenum. Entretanto, quando comparada com a proteina
madura do PgAFP de P. chrysogenum a identidade foi 98,28%. Na figura 5, podemos
observar as trés pontes dissulfeto entre os residuos de cisteina 8—36, 15-43, 28-54

caracteristicas dos AFP e o unico residuo diferente em PcAFP.



39

28 s, D
15 43 '

PcAFP LSKFGGEC"SLKHNTCTYLKGGKNHVE’NC.GSFLHNKKCKSDF{HHII:EYD KR‘JD(I’:QTP‘J
PgAFP LSKFGGECSLEHNTCTYLEGGENHVVNCGSARNKEKCKSDEHHCEYD ERVDCQTPV

8 36
15 43
28 54

Figura 5 Proteina madura do PgAFP de P. chrysogenum e PcAFP de P. crustosum mostrando as
pontes dissulfeto formadas entre os residuos de cisteina e o Unico residuo de aminoacido diferente
destacado em letra vermelha.

A comparacao filogenética também mostrou que a proteina PCAFP pertence ao
grupo dos AFP do género Penicillium, sendo muito semelhante e agrupada com a

proteina PgAFP de P. chrysogenum como pode ser observado na figura 6.

ACX54052.1 antifungal protein preproprotein Penicilium chrysogenum

Antifungal protein AFP Penicifium crustosum

XP 014531969.1 Antifungal protein Afp Penicillium digitatum Pd1
KGO72077.1 Antifungal protein Penicillium italicum

XP 0165995361 Antifungal protein Penicillium expansum

00Q83357.1 Antifungal protein Penicillium brasiianum
CDM32600.1 Antifungal protein Penicilium roqueforti FM164

G [ CART79023.1 antifungal protein Fusarium asiaticum

100
| CART79022.1 antifungal protein Fusanum culmorum

0.20

Figura 6 Analise filogenética obtida pelo método da Méxima Verossimilhanca. A porcentagem de
arvores nas quais os taxa foram agrupados foi obtida automaticamente aplicando algoritmos Neighbor-
Join e BioNJ e a matriz de distancias usando um modelo JTT. A escala representa 0.20 substituicdes
por posicdo dos aminodcidos. Esta andlise envolveu 10 sequéncias de amino&cidos das proteinas do
grupo AFP obtidas do GenBank. As sequéncias das proteinas antifingicas do género Fusarium foram
utilizados como grupo externo. Houve um total de 95 posi¢bes no conjunto de dados. A Analise
evolutiva foi conduzida em MEGA X.
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3.3 Estrutura terciaria predita da proteina PCAFP de P. crustosum

As experiéncias de previsao in silico do gene revelaram que o peptideo PCAFP
tem propriedades semelhantes as caracteristicas dos peptideos antifungicos tipo [3-
defensinas como o grupo PAF. Tais como a presenca de pontes dissulfeto, um alto
ponto isoelétrico (pl) e a conformagao barril B (GALGOCZY et al., 2013).

A figura 7 mostra a estrutura terciaria da proteina PCAFP de P. crustosum com
a estrutura conservada das pontes dissulfeto e das 5 folhas B caracteristicas e que
determinam a estrutura tipo B barril, como ja relatado (DELGADO et al., 2016;
GALGOCZY; KOVACS; VAGVOLGY]I, 2010; KOVACS et al., 2011; RODRIGUEZ-
MARTIN et al., 2010; VARADI; TOTH; BATTA, 2018). Nestas, os AFPs apresentam
esta estrutura terciaria. Na figura 7-A, a estrutura da pré-proteina é exposta e, apos
secrecao, sofre processamento para sua forma madura, mostrada na imagem 7-B. Na
imagem 7-C, é destacado o motivo A-core conservado nos AFPs dos Eurotiomycetes,
ao qual é atribuida a atividade contra a levedura patogénica humana Candida albicans
(SONDEREGGER et al., 2018).
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N-ter

Figura 7 Estrutura 3D do PcAFP gerada por modelagem molecular, usando o software PyMol. (A)
Representagdo da fita do modelo do PAF. O N-terminal (N-ter) € mostrado em azul, e o C-terminal (C-
ter) € mostrado em vermelho. (B) Representagéo da fita do modelo do PAF. O N-ter € mostrado em
azul, e o C-ter é mostrado em vermelho. Existem trés pontes dissulfeto indicadas pelas setas. (C)
Orientacé@o destacando o motivo y-core (cinza).

3.4 Caracteristicas bioguimicas do peptideo PCAFP

Com o extrato bruto obtido a partir da incubacdo com o fungo P. crustosum no
meio AFPIM, durante 7 dias, foi realizada a liofilizacdo, seguida de precipitacdo com
60% de Sulfato de Aménio (SUAm). ApGs essa etapa, o sobrenadante foi dialisado e
liofilizado novamente. Entdo a amostra foi congelada e aplicada no gel de
poliacrilamida-tricina SDS-PAGE 16%, descrito como amostra 3 na Figura 8.

Em contrapartida, um segundo teste incubando o fungo em meio EMB, foi
aplicado no gel, indicado como amostra 4. Para um controle negativo, utilizamos
apenas o0 meio de cultura AFPIM, sem in6culo do fungo, visto que € um meio rico em
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proteinas, para garantir que o peptideo existente ndo seja adicionado como substrato
no preparo do meio, ao invés de ser produzido pelo microrganismo.

Foi visualizada uma banda proeminente abaixo de 10 kDa na amostra de
incubacdo em meio AFPIM, indicado pela seta na figura 8, o que torna sugestivo a
presenca do peptideo na amostra, na qual ndo foi observada banda semelhante
guando utilizado o meio EMB.

A migracao relativa foi realizada com os valores das distancias de cada banda
dos dois padrées e o peso molecular estimado do peptideo PcAFP resultou em
aproximadamente 6,9 kDa como mostrado na figura 8, obtida de um outro gel com a
amostra. Com a ferramenta Expasy, foi obtido um pl e Massa Molecular teérica da

proteina madura de 8.83 e 6,48 kDa, respectivamente.

Figura 8. Gel de poliacrilamida tricina SDS-PAGE 16% corado com Comassie Blue (A). Foi utilizado
marcador de peso molecular DeStreak — GE Healthcare®. 1) Marcador de peso molecular Thermo
Scientific® PageRuler®. 2) Marcador de peso molecular Amersham Biosciences®. 3) Amostra AFPIM.
4) Amostra EMB e 5) Amostra AFPIM sem inéculo de fungo. (B) Foto de outro gel mostrando de maneira
mais nitida o tamanho da banda equivalente ao PcCAFP.
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3.5 Teste de atividade antimicrobiana

3.5.1 Microdiluicdo em caldo

O teste de microdiluicdo em caldo foi realizado, de acordo com o item 2.9.1. A
diferenca dos valores das absorbéancias obtidas antes e depois do periodo de
incubacgéo estdo descritas no Quadro 2.

Quadro 2. Valores das diferencas de absorbancias obtidas no tempo zero e depois da incubagéo do
cultivo em placa a 37 °C por 16 horas.

1/2 | 1/4 | 1/8 | 1/16| 1/32 | 1/64 |1/128]|1/256 | 1/512 | 1/1024
1 2 3 a4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
cP | EST
SA| A | 0569 | 0o |0:000 /0,000 0,008 0,029 0,453 0,564 | 0,602 | 0,663 | 0,700 | 0,777
cP | MH
PA| B | 1730 | 0o |0:860[0861(0,884 0,885 0,924 0,994 | 1,063 | 1,426 | 1,503 | 1,769
EC| C 0(;:6 0,593 | 0,697 | 0,735 | 0,807 | 0,810 | 0,847 | 0,935 | 0,968 | 0,969 | 0,991
KP| D ogis 0,901 | 0,940 0,947 | 0,971 | 0,990 | 1,015 | 1,016 | 1,177 | 1,224 | 1,227
MRSA| E 0?9’2 0,372 0,408 | 0,503 | 0,528 | 0,635 | 0,827 | 0,925 | 0,947 | 1,006 | 1,027
ESBL| F 0223 0,625 | 0,650 | 0,732 | 0,756 | 0,811 | 0,858 | 0,872 | 0,882 | 0,994 | 1,099
KPC| G Of; A 0,536 0,612 | 0,678 | 0,760 | 0,782 | 0,799 | 0,810 | 0,935 | 0,951 | 0,965
Cand| H 0((:;3 0,031 | 0,069 | 0,071 | 0,075 | 0,100 | 0,129 | 0,205 | 0,531 | 0,583 | 0,629

De acordo com esses resultados, observou-se que houve inibicdo de
crescimento para Staphylococcus aureus e Candida albicans. Para saber qual foi a
Méaxima Diluicdo Inibitéria (MID), tomou-se como base o valor da diferenca de
absorbancia obtida no in6culo do microrganismo com o meio de cultura (controle
positivo) antes e depois da incubacdo. Assim, a diluicdo que obteve a diferenca do
valor de absorbancia maior do que a diferenca do controle positivo, foi a primeira que
houve crescimento bacteriano, sugerindo que a diluicdo anterior seja a MID. Desta
forma, a MID para SA foi 1/16 e para Cand foi 1/8.

Mesmo nao havendo inibi¢ao efetiva dos outros microrganismos testados como
esperado, observou-se um crescimento de forma gradativa, de acordo com a diluicéo

do extrato bruto a ser testado. Esse achado sugere que ha pouca quantidade do
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peptideo antimicrobiano no extrato bruto para realizar esse tipo de teste, certamente

deveria estar purificado para afirmarmos sua atividade antimicrobiana.

4 DISCUSSAO

O gene PcAFP do peptideo investigado foi isolado do fungo Penicillium
crustosum FP 11 KMO065878. Para a amplificagdo inicial do gene PcAFP, foram
sintetizados os primers extraidos do estudo de Rodriguez-Martin et al. (2010) e
desenhados primers de regido up e downstream, o qual resultou em uma sequéncia
gendmica de 405 pb. Com esta sequéncia, foi realizado alinhamento na plataforma
Clustal Omega com o gene de PgAFP de P. chrysogenum, o qual apresentou 95,65%
de homologia. Logo, foram comparadas as sequéncias para que fosse possivel
identificar as regides de introns e éxons e obter a sequéncia codificante do peptideo.

O segmento codificante obtido resultou em 279 pb e apresentou tamanho
similar com outras proteinas antifingicas produzidas por fungos (MARX, 2004,
SKOURI-GARGOURI; GARGOURI, 2008). A anélise deste segmento revelou toda a
estrutura primaria do PcAFP, pois foi traduzida em sequéncia de aminoacidos. Atraves
da ferramenta PyMol, obteve-se o modelo predito desta proteina.

O tamanho pequeno destes introns comparado aos de mamiferos é uma
caracteristica tipica de genes de fungos (GURR et al. 1987). O quadro de leitura aberto
PcAFP codifica uma proteina imatura de 92 aminoacidos. Os primeiros 18
aminoacidos correspondem a uma sequéncia sinal prevista (RODRIGUEZ-MARTIN et
al., 2010). Da mesma forma, os 16 aminoacidos dos residuos 19-34 constituem uma
pré-proteina que seria removida antes ou durante a liberacdo do PcAFP maduro
(MARX et al., 1995). Pro-sequéncias desempenham um papel importante, impedindo
a atividade da proteina antes da secrecdo. Como foi proposto para o PAF (MARX et
al., 2008), a proteina madura deveria adotar sua conformacdo ativa apds a pré-
sequéncia ser clivada. Proteinas antifungicas produzidas como pré-proproteinas de
ascomicetos incluem PAF, AFP e AcCAFP (MARX et al., 1995; NAKAYA et al., 1990;
SKOURI-GARGOURI; GARGOURI, 2008).

O PcAFP maduro deduzido possui 58 residuos de aminoacidos. A massa
molecular do PcCAFP em gel de poliacrilamida foi de 6,9 kDa maior que a predita na
ferramenta Expasy de 6,48 kDa. Provavelmente, essa diferenca da-se pelo fato de o

peptideo ter migrado de forma andmala em SDS-PAGE, pois muitas caracteristicas
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das proteinas podem causar uma migracao atipica. Isso pode ocorrer em SDS-PAGE
por outras causas que nao envolvem modificagdes pds-traducionais. Proteinas com
pontos isoelétricos extremos podem apresentar um peso molecular aparentemente
mais alto (cerca de 25% maior) devido a repulsdes eletrostaticas que disponibilizam
menos SDS para ligar-se e uma consequente diminuigdo em sua velocidade de
migragcao (MONSTADT; HOLLDORF, 1990).

Essa caracteristica catibnica, comum a proteinas antifungicas de fungos
(MARX, 2004), tem sido diretamente relacionada a uma forte atividade antimicrobiana
(JIANG et al., 2008). Dado que a massa e 0 ponto isoelétrico sdo muito préximos aos
das outras pequenas proteinas antifiingicas conhecidas a partir de fungos (MARX,
2004; SKOURI-GARGOURI; GARGOURI, 2008). O PcAFP parece pertencer a esse
grupo de proteinas antifingicas de ascomicetos.

A alta porcentagem de aminoacidos basicos na sequéncia deduzida (27,6%) &
consistente com o pl de 8,8 estimado pela ferramenta Expasy. Mesmo que essa
ferramenta de predicdo possa ndo ser precisa para proteinas altamente basicas e
pequenas (GASTEIGER, E. et al., 2005), o valor de pl revela uma carga positiva
liquida sob condicdes fisioldgicas, que € uma caracteristica comum entre as proteinas
antifangicas dos fungos.

O modelo do PcAFP obtido mostrou uma estrutura com cinco cadeias
antiparalelas formando um B-barril compacto. A estrutura de PCAFP é estabilizada por
pontes dissulfeto internas formadas por residuos de cisteina (CAMPOS-OLIVAS et al.,
1995; LACADENA et al., 1995). De fato, o PCAFP contém seis cisteinas conservadas
no grupo de proteinas antifingicas dos fungos. Portanto, sugere-se um padrédo de
pontes dissulfeto entre os pares de cisteinas 8—-36, 15-43, 28-54.

No modelo tridimensional do peptideo PcAFP, também foi possivel detectar a
presenca do motivo A-core presente nas proteinas AFP, este motivo confere atividade
contra Candida albicans (SONDEREGGER et al., 2018). No ensaio de microdiluicdo
em caldo, foi observado atividade contra Candida albicans na diluicdo ¥z a 1/8, apesar
de ter uma atividade consideravel na diluicdo Y. Essa atividade reforca a
caracterizacao funcional do PcAFP como um peptideo antifingico com potencial

aplicacdo em estudos futuros para desenvolvimento de novos compostos antifungicos.
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5 CONCLUSAO

A expressao do peptideo PcAFP pelo P. crustosum foi confirmada por meio de
técnicas bioquimicas e com o auxilio das ferramentas Clustal W, PyMol e Blastn foi
possivel a identificacdo do gene PcAFP no genoma de P. curstosum e de suas
caracteristicas estruturais.

Peptideos da familia dos PAFs como o descrito neste trabalho, foram
anteriormente descritos na literatura, produzidos por outros microrganismos e
demonstraram ter atividade contra varios microrganismos.

Para o P. crustosum a purificacdo e caracterizacao bioquimica desse peptideo
servira para um melhor entendimento da secre¢cdo, bem como o conhecimento de seu
mecanismo de acao, considerando ser objeto de estudo para possivel utilizagcdo no

combate a resisténcia fungica e bacteriana.

6 CONCLUSOES GERAIS DA DISSERTACAO

Por meio da abordagem utilizada, foi obtido resultado positivo para identificacédo
de proteina de baixo peso molecular, caracterizada como suposto peptideo
antifangico, entretanto, os resultados ainda necessitam de comprovacgao e estudos
mais aprofundados.

Apesar de todas as dificuldades encontradas, salientamos que o desafio
através de meio de cultura em condic¢des de estresse, induziu a expressao do peptideo
PCcAFP.

Este estudo € pioneiro na investigacao da producéo de peptideo antimicrobiano
por P. crustosum, lancando os primeiros resultados nesta importante area de
pesquisa, que, no futuro, podera gerar PAFs candidatos a novos antifangicos e/ou
antibioticos.

O PcAFP de P. crustosum € uma nova proteina antifUngica que apresenta
caracteristicas comuns ao grupo de proteinas antifangicas pequenas, basicas e com
cisteinas, formando as pontes dissulfeto e dando origem a conformacgéo da proteina
dos fungos. A regido estrutural do gene PcAFP codifica como um precursor com um
peptideo de sinal e uma pré-proteina que nao estdo presentes na proteina madura. A
caracterizacdo do gene PCAFP permitira o desenvolvimento de novas estratégias para

promover a aplicacao industrial do PCAFP em diferentes campos potenciais.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Estudos revelam representantes importantes do género Ascomycetes em
relacdo a producdo de peptideos antimicrobianos, grande parte possui genoma
completamente decifrado. Em contrapartida, o representante Penicillium crustosum,
ainda é carente de estudos gendmicos e prote6micos.

Este trabalho abordou a detecc¢éo de peptideo antifungico, submetendo o fungo
em estudo a um meio de cultura estressante, com o intuito de desafia-lo a produzir o
peptideo em questdo. Houve aparecimento de peptideo em gel de policacrilamida,
bem como foi detectado seu gene através de processos moleculares. Para
confirmagdo da molécula, analises adicionais serdo necessarias, para melhor
comparar com os dados disponives na literaratura e, assim, discutir mais

profundamente os resultados.
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