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INTRODUCAO

O fungo termo-dimoérfico Paracoccidioides brasiliensis é o agente causador da micose
sistémica paracoccidioidomicose, endémica da América Latina (MARQUES, 2013). Seu
dimorfismo ¢ associado a variagdo de temperatura onde, a 24°C, possui a morfologia
conidial com propagulos infectantes e em 37°C, a forma leveduriforme com brotamentos
(LACAZ etal., 2002; NUNES et al., 2005). Estudos realizados sobre a modulagdo génica
de P. brasiliensis durante a transi¢do micélio-levedura demonstraram a superexpressao
de alguns genes, com destaque o gene que codifica a enzima 4-hidroxifenilpiruvato
dioxigenase (4-HPPD), cuja inibicdo na presenca de uma substancia conhecida como
Nitisinona, foi capaz de bloquear a transicdo dimorfica (NUNES et al., 2005). Esta
enzima, 4-HPPD, se encontra envolvida na via catalitica da tirosina e da fenilalanina,
conhecidas como vias formadoras de precursores para a sintese de melaninas
(eumelaninas e piomelaninas) (KEON, J., HARGREAVES, J., 1998; MORAN, G. R.,
2004). A atividade da 4-HPPD leva ao acimulo de acido hogentisico, substancia que
possui o potencial de atuar como bloqueador de ataques oxidativos, notadamente
mediadores liberados por macrofagos de hospedeiros infectados e cuja agdo parece ser
decisiva para garantir o sucesso da infec¢do por P. brasiliensis. Diversos fungos também
apresentaram a superexpressdo do gene que codifica a enzima 4-HPPD durante a
transi¢do termodimorfica: Histoplasma capsulatum, Coccidioides spp., Blastomyces
dermatitidis, e Talaromyces marneffei. Portanto, a 4-HPPD pode estar relacionado, além
da transicdo dimorfica, como um grande fator de viruléncia e sobrevivéncia dentro do
hospedeiro (KIRKLAND, 2016). Sendo assim, ¢ de extrema relevancia o estudo mais
aprofundado deste gene, uma vez que parece ter papel fundamental na patogenicidade dos
fungos dimorficos.

OBJETIVOS
Este projeto teve como objetivo clonar, expressar e purificar a proteina 4-HPPD (4-
hidroxifenilpiruvato dioxigenase) de Paracoccidioides brasiliensis, isolado 18.



METODOLOGIA

Primers foram desenhados utilizando as sequéncias dos sitios de restricdo das enzimas
Ndel e BamHI. Entao, foi realizada a extragdo de RNA com TRizol® (Life Technologies).
O cDNA foi sintetizado a partir de 3 pg de RNA total, 2 uL de primer oligo dT
(Invitrogen) e agua RNAse free (qsp 19 uL), com purificagdo em Microcon YM-30
(Millipore) e a quantificado em NanoDrop ND-1000. Em seguida, o material sintetizado
foi amplificado utilizando 200 ng do cDNA, 1 uL dos iniciadores forward e reverse (10
mM), 1 pL de mix de dNTPs (10 mM), 5 pL de Buffer MgCl2 10X, 1 pL de Taqg DNA
Polimerase (500 U/uL — Invitrogen) e agua Milli-Q. O plasmideo e o cDNA amplificado
foram digeridos utilizando 3 ug de DNA, 5 uL de buffer 3.1 10X, 1 pL de cada enzima ¢
agua Milli-Q para um volume final de 50 pL. A reagdo foi a 37°C por 2h, sendo
adicionado 1 pL de EDTA 0,5M em cada uma das amostras. As reacdes foram mantidas
a 65°C por 30 min, purificadas em kit GE-Healtcare e avaliadas em gel de agarose 0,8%.
Bactérias das linhagens de E.coli DH5a ¢ BL21 (D3) foram crescidas em meio LB (10%
Triptona, 5% extrato de levedura,10% NaCl e 1,5% de agar) e mantidas em shaker por
250 rpm a 37°C até que atingissem a densidade otica 600nm=0,5. Posteriormente, as
culturas foram transferidas para tubos de centrifuga com MgCl2 1M e, ap6s, descartou-se
o sobrenadante e foram adicionados ao pellet a solugao RFI (KCl 1M, MgCL2 1M, KAc
pH 6.9, 0,5M, CaCl2 1M, pH 5.8) e novamente centrifugadas e descartado o sobrenadante,
com adicdo da solugdo RFII (NaMOPS 0,5M pH 7.0, KCI 0,5M, CaClz2 1M, glicerol
100%, pH 6.8). O volume final foi congelado em nitrogénio liquido, sendo estocado a -
70°C. As reacdes de ligagdo foram feitas na presenca de T4 DNA Ligase (3U/uL -
Invitrogen) nas quantidades indicadas pelo fabricante. As reagdes foram incubadas em
temperatura ambiente por 1h e mantidas a 4°C durante 24 h. O material resultante da
ligacdo foi adicionado em uma reagao contendo 20 uL de bactérias competentes DHSa e
incubada por 30 min no gelo, aquecidas por 2 min a 42°C e resfriadas por 5 min no gelo
com posterior adigdo de meio LB e mantidas por 1h30 em shaker (250 rpm, 37°C) com
posterior plaqueamento em LB so6lido com kanamicina (50 pg/mL) para crescimento
overnight. Colonias foram selecionadas para amplificagdo e posterior avaliagdo em gel
de agarose 0,8% onde, sendo confirmado o sucesso da ligacdo, crescidas em 5 mL de
meio LB com kanamicina (50 pg/mL) para extragdo do DNA plasmidial. Em seguida, o
material extraido foi encaminhado para sequenciamento (3500xl Genetic Analyzer-
Applied Biosystems). Foi realizada novamente a transformagao, mas utilizando bactérias
BL21 (D3). Apos, foi preparada a reagdo para expressao da proteina, utilizando meio LB
contendo kanamicina (50 pg/mL) e o indutor IPTG (0,1 M) separando aliquotas sem
induzir, com indugdo, ap6s 4 h e 20 h, para analise em gel de poliacrilamida SDS-PAGE
12%. Em seguida, as amostras induzidas e solubilizadas seguiram para a purifica¢do por
cromatografia de afinidade utilizando uma coluna His-Trap 1 mL (GE, EUA) acoplada a
um cromatografo de FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) AKTA (GE, EUA).
As fragdes foram analisadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12%. Por fim, as
fragdes contendo a proteina recombinante foram dialisadas para remog¢ao do imidazol e
concentradas em Centricon®30 (Amicon Division).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A qualidade das amostras obtidas da extragdo de RNA de leveduras de P. brasiliensis foi
avaliada pela presenga bandas de RNA ribossomal 18S e 28S, onde observou-se a
integridade do material extraido. Posteriormente, as amostras seguiram para a reacao de
sintese de cDNA e digestdo juntamente com o vetor de clonagem, pET-28a(+), sendo que
a qualidade do material foi verificada em gel de agarose 0,8%. Em seguida, foi realizada
a etapa de ligagdo do gene ao vetor e transformagdo em linhagens de E.coli DH5a onde,



para verificar a eficiéncia e sucesso da ligacdo, realizou-se uma PCR de colonia com
confirmagdo de coldnias que obtiveram a insercdo do plasmideo recombinante.
Posteriormente, o material foi extraido e preparado para Sequenciamento de Sanger que
confirmou a presenca da cauda N-terminal, importante para a purificagdo por
cromatografia de afinidade, assim como o inicio e final do gene em fase de leitura. Em
seguida, nova transformacdo foi realizada mas utilizando de bactérias da linhagem de
E.coli BL21 (D3) ¢, como indutor, IPTG (Invitrogen) com confirmagéo do sucesso desta
etapa em 20 horas de indugdo em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12%.
Subsequentemente, foram realizados testes de solubilidade as fragdes soluvel e insoluvel
onde houve a analise em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12%. Surpreendentemente, os
resultados indicaram que a proteina recombinante mostrou uma tendéncia a acumular-se
na frag¢do insoluvel, formando corpos de inclusdo. Portanto, a proteina recombinante s6
pode ser purificada a partir de extratos celulares obtidos sob condi¢gdes desnaturantes, na
presenca de 8M de ureia, 0,5% SDS e SmM DTT. Apos a desnaturagdo, a proteina foi
purificada por cromatografia de afinidade, sendo obtida na fragdo com 100% de imidazol.
Apos a purificagdo, a proteina foi renaturada e concentrada. Apresentando uma série
restrita de genes, Paracoccidioides brasiliensis e outros fungos dimérficos demonstraram
a superexpressdo do gene que codifica a enzima 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (4-
HPPD) durante a transi¢ao dimorfica (NUNES et al., 2005). O estudo de vias metabolicas
diferentes das usuais para o uso de novos farmacos ¢ de extrema importancia, uma vez
que ja ha descricdo de fungos resistentes a antifungicos cléssicos, incluindo alguns
isolados de P. brasiliensis (HAHN et al., 2003, DA SILVA NETO et al., 2014). A via
metabolica de tirosina pode ser definida como a principal produtora de melanina. Esta ¢
a via de geragao dos pigmentos eumelanina e piomelanina, produzidas por P. brasiliensis
(TABORDA et al., 2009), na qual se utiliza como substrato para formacao da tirosina, a
enzima 4-HPPD. Além disso, a 4-HPPD também esta associada a detoxificacdo de
espécies reativas de oxigénio. Sendo assim, ¢ de extrema relevancia o estudo mais
aprofundado deste gene, uma vez que parece ter papel fundamental na patogenicidade dos
fungos dimorficos. Os resultados apresentados demonstram a eficiente produgdo in vitro
da proteina recombinante 4-HPPD de P. brasiliensis que futuramente, sera utilizada em
experimentos de atividade enzimatica. Além disso, ensaios de inibi¢ao enzimatica durante
a caracterizagdo funcional e durante a transi¢do micélio-levedura in vitro de P.
brasiliensis isolado 18, utilizando compostos como Mesotriona, Trembotriona,
Topramezona e Isoxaflutole, analogos a Nitisinona.

CONCLUSOES

O gene que codifica a enzima 4-HPPD foi devidamente extraido, amplificado e clonado
no vetor de clonagem pET-28a(+) assim como foram produzidas bactérias competentes
das linhagens de E.coli DH5a ¢ BL21 (D3) que foram utilizadas na transformagio da
ligagdo e expressdo da proteina recombinante, respectivamente. ApOs extensos
tratamentos com a proteina, que descobriu-se ser insoluvel, esta foi purificada utilizando-
se a técnica de cromatografia liquida de afinidade FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography) AKTA (GE, EUA), no qual foi concentrada posteriormente, obtendo-
se uma massa total final de 1,3324 mg. Desde modo, estudos futuros serdo conduzidos
por meio de ensaios enzimaticos para confirmar a fungdo bioquimica da proteina
recombinante 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (4-HPPD). Adicionalmente, serdo
realizados ensaios de inibi¢do enzimatica durante a caracterizagdo funcional e durante a
transicdo micélio-levedura in vitro de P. brasiliensis isolado 18, utilizando compostos
analogos a Nitisinona.
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