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INTRODUCAO

O fungo termo-dimérfico Paracoccidioides ssp. € o agente causador da micose
sistémica paracoccidioidomicose, endémica da América Latina (MARQUES, 2013). Seu
dimorfismo é associado a variagdo de temperatura, pois a 24°C, possui a morfologia conidial
com propagulos infectantes e, em ~37°C, apresenta-se como levedura com brotamentos
(LACAZ et al., 2002). Nesse sentido, a transicdo morfologica entre micélio e levedura é
entendida como uma etapa do ciclo de vida do fungo diretamente associada a adaptacao as
condigbes de vida no interior do hospedeiro. Nesse contexto, diversos estudos foram
conduzidos com vistas a compreender as alteragfes genéticas e fisiologicas que ocorrem em
P. brasiliensis, a medida que o fungo assume sua forma de levedura. Em um destes estudos,
NUNES e colaboradores, em 2005, através de metodologias de microarranjos de DNA e PCR
em tempo real, estudaram as alteragfes na expressdo génica de P. brasiliensis durante a
transicdo micélio-levedura. Com elevado grau de concordancia entre as duas técnicas,
observou-se a modulacgéo estatisticamente significativa de 2.583 genes. Dentre eles, destaca-
se aquele que codifica a enzima 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase ou 4-HPPD, uma vez que
apresentou o padrdo mais notavel de superexpressao - cerca de 15 vezes mais expresso na
levedura (NUNES et al., 2005). A 4-HPPD, esté envolvida na via catalitica da tirosina e da
fenilalanina. A atividade da 4-HPPD leva ao acimulo de acido homogentisico, substancia que
possui 0 potencial para atuar como bloqueador de ataques oxidativos, cuja acdo pode ser
decisiva para garantir o sucesso da infeccdo por P. brasiliensis. Sabe-se que o composto
Mesotriona atua como inibidor da atividade da 4-HPPD. No projeto PIBIC 2016/2017 intitulado
“Clonagem, expressao e purificagdo da proteina recombinante 4-hidroxifenilpiruvato
dioxigenase de Paracoccidioides brasiliensis” nos propusemos a clonar, expressar e purificar
a proteina 4-HPPD do fungo. Neste sentido, o presente trabalho se concentrou em dar
continuidade a essa linha de pesquisa de maneira a realizar ensaios funcionais com a proteina
recombinante 4-HPPD, obtida no projeto anterior, a partir da metodologia de consumo de
oxigénio utilizando como inibidor da proteina o composto Mesotriona. E, além disto, realizar
curvas de crescimento com culturas leveduriformes de P. brasiliensis adicionando doses
variadas do mesmo composto e, como forma de mimetizar o ambiente do hospedeiro,
adicionar Paraquat®.
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OBJETIVOS

Realizar ensaios enzimaticos para caracterizar funcionalmente a proteina
recombinante 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (4-HPPD) e realizar testes in vitro
submetendo culturas leveduriformes de P. brasiliensis a estresse oxidativo (Paraquat®) para
verificar a acdo da Mesotriona no crescimento do fungo.

METODOLOGIA

A atividade da proteina recombinante purificada foi monitorada através do consumo
de oxigénio durante a formacédo do homogentisato a partir do substrato 4-HPP (Sigma-Aldrich)
utilizando um eletrodo do tipo Clarck em um aparelho Hansatech King’s Lynn (Norfolk, U.K.)
cedido pelo Professor Tiago Rodrigues do Centro Interdisciplinar de Investigacao Bioquimica
(UMC-CIIB). A reacéao foi realizada de acordo com Garcia et al., 2000, adicionando-se 0,1 M
de Tris-acetato (pH 6,0), 0,5 mM de Ascorbato de Sédio, 123 uM de Sulfato de Ferro Aménia
e 89 uM do substrato HPP para um volume final de 1 mL sendo a reagao incubada por 10
minutos a 30°C. Para inicio da reacdo, 0s registros se basearam na taxa de consumo
(nmol/min) em relagdo ao tempo (600 segundos) na temperatura de 30°C. Os testes foram
realizados nas seguintes condi¢gfes para as amostras-controle a saber: | - Controle A: areacgéo
contendo todos o0s reagentes do ensaio, mas sem a presenca da enzima e Il - Controle B:
idem ao controle anterior, mas com a presenca da droga inibidora da enzima 4-HPPD,
Mesotriona (480 mg/mL). Para os testes com a proteina purificada, as concentracdes
utilizadas foram de 290 pmol, 1450 pmol e 2900 pmol. Para os ensaios in vitro, foi realizada
uma curva de crescimento na presenca dos compostos Mesotriona e Paraquat®. A cultura de
leveduras do fungo P. brasiliensis, em meio YPD modificado (0,5% de extrato de levedura,
0,5% de peptona, 1,5% de dextrose, 2% de agar, pH = 6,5, agitacdo de 150 rpm, 37°C), foi
crescida até atingir D.O.s00 2,0 onde, posteriormente, foi adicionada ao indculo de 720 mL de
meio para padronizagdo da D.O.eq inicial em 0,2. Em seguida, foram distribuidos em um
volume de 30 mL de cultura para frascos com as condi¢cdes para as curvas: P. brasiliensis
controle, com a adicdo de 0,1M de Paraquat® e Mesotriona nas concentragcdes de 50 pg/mL,
250 pg/mL, 500 pg/mL. Ambas as curvas foram mantidas por 7 dias em agitacao de 125 RPM,
37.5°C. Os dados obtidos na curva de crescimento foram analisado pelo Sofware GraphPad
Prism 6, aplicando teste t (Teste t Student). A Férmula de Abbott foi aplicada para avaliar a
natureza da interagdo entre o Paraquat e a Mesotriona (OLIVEIRA, 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ensaios de deteccdo de Oy, os resultados entre os diversos experimentos nao
permitiram uma conclusdo acerca da atividade funcional da 4-HPPD recombinante de P.
brasiliensis, uma vez que n&o conseguimos replicar os dados positivos encontrados no
primeiro experimento. O comportamento dos controles e dos testes enzimaticos variou a cada
experiemento, mesmo mantendo as condicBes experiementais. Entdo, ensaios visando a
clonagem da 4-HPPD na linhagem de Roseta, derivada da BL21 e projetada para otimizar a
expressao de proteinas eucarioticas, estdo sendo conduzidos em nosso laboratorio. Dessa
maneira, talvez seja possivel evitar a formacéo de corpos de inclusdo e, com isso, sermos
capazes de usar a proteina nativa nos experimentos de caracterizacao funcional. Além disso,
problemas mecénicos nas camaras e membranas para avaliagdo de consumo de oxigénio
podem ser empecilhos para a padronizacédo experimental, uma vez que estes aparelhos sédo
extremamente sensiveis e podem alterar a deteccdo e/ou ndo estabelecerem o consumo
basal de determinados meios reacionais, mesmo apo0s sensiveis calibra¢des. Portanto,
pretendemos também usar uma abordagem alternativa para os ensaios de caracterizacao

2



“MG Revista Cientifica UMC

UNIVERSIDADE Edicao Especial PIBIC, outubro 2018 ¢ ISSN 2525-5250

funcional , uma vez que a técnica de HPLC também pode ser utilizada para avaliar a acao da
4-HPPD recombinante.

Além da caracterizacdo funcional, nos propusemos a avaliar o crescimento do fungo
na presenca de um inibidor da 4-HPPD. Para tanto, culturas leveduriformes do fungo foram
submetidas a concentracdo constante de Paraquat, de maneira a simular o stress oxidativo
do hospedeiro, testando concentracdes variadas da Mesotriona. Os resultados observados
demonstraram que culturas do fungo submetidas aos compostos isolados, nas concentracoes
testadas, ndo afetam o seu crescimento de maneira estatisticamente significativa. No entanto,
gquando usadas em conjunto, o efeito sobre o crescimento do fungo é notadamente mais
acentuado e dependende da concentragdo de Mesotriona. Mais uma vez, a 4-HPPD, super-
expressa na condicéo leveduriforme, parece ser fundamental para a sobrevivéncia do fungo.
Em nossas condi¢cdes experimentais, que mimetizam o ambiente do hospedeiro, a 4-HPPD
parece atuar como um fator protetor contra o agente oxidante Paraquat®. Portanto, ao
adicionar a Mesotriona, composto com capacidade de bloquear a acdo da 4-HPPD, tém-se
reducdo significativa no crescimento de Paracoccidioides brasiliensis, de maneira dose-
dependente. Nesse sentido, pode-se supor que a acdo da 4-HPPD estaria relacionada com a
producdo de piomelanina e, assim, sendo capaz de resistir ao Paraquat. Quando se adiciona
Mesotriona, sua acao é bloqueada, e, sem a melanina protetora, o fungo acabaria por ndo
resistir ao burst oxidativo. No entanto, essa suposi¢édo precisa ser melhor estudada, uma vez
gue a interacdo entre os compostos, aplicando a Férmula de Abbott, se mostrou sinérgica a
partir de 96 horas de tratamento. Heidrich et al., 2018 observaram a susceptibilidade de
diferentes géneros de fungos ao stress oxidativo. Assim como em nossos experimentos, 0s
autores ambientaram os microrganismos a condi¢gfes de stress encontrados no hospedeiro,
neste caso, utilizando peréxido de hidrogénio (H202). Acreditando que o agente redutor levaria
a uma melanizacéo por parte dos fungos, como uma tentativa de se proteger contra o ataque
oxidativo, adicionaram o composto Triciclazol as culturas com H,O,. O Triciclazol atua com o
um inibidor para a sintese de DHN-melanina. Os resultados obtidos mostraram que os fungos
apresentaram um decréscimo em seu crescimento, em meédia, de até 20,8%. Portanto, a
capacidade de sintetizar melanina na presenca de espécies reativas de oxigénio parece ser
um mecanismo eficiente usado por fungos de maneira a sobreviver no hospedeiro.

CONCLUSOES

Os resultados aqui apresentados foram inconclusivos quanto a detec¢éo da atividade
da enzima recombinante 4-HPPD de P. brasiliensis. Novos experimentos estdo sendo
conduzidos de maneira a obter uma proteina recombinante nativa, bem como pretendemos
usar uma metodologia alternativa para a avaliacdo funcional da enzima.

A Mesotriona parece agir sobre leveduras de P.brasiliensis submetidas a stress
oxidativo. Na auséncia do composto, as leveduras crescem e sobrevivem ao ataque oxidativo
gerado pelo Paraquat. No entanto, quando a Mesotriona € adicionada, as células fungicas
diminuem o seu crescimento de maneira estatisticamente significativa. Portanto, a 4-HPPD
parece se confirmar como um fator determinante para a sobrevivéncia do fungo, inclusive,
dentro do hospedeiro. Estudos ainda precisam ser desenvolvidos para compreender de que
maneira a enzima atua ao gerar essa protecao.
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