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Resumo 

PEDEZZI, Rafael. Prospecção de Enzimas no Fungo Purpureocillium lilacinum 

Utilizando as Técnicas de Proteoma: Produção Recombinante de Enzimas com 

Potencial Biotecnológico e Avaliação de Antifúngicos2019. 115 f. Tese (Doutorado 

em Ciências) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto, Universidade 

de São Paulo, RibeirãoPreto, 2019.  

O fungo ascomiceto Purpureocillium lilacinum pode ser encontrado em solo, vegetação 

em decomposição, insetos, nematoides e outros locais. Apresenta grande importância 

agrícola, visto que pode ser utilizado como controle biológico por ser capaz de infectar e 

matar nematoides pragas de culturas, graças às suas enzimas, como peptidases e 

quitinases. Além disso, o fungo apresenta importância médica, pois é capaz de gerar 

infecção em humanos. A terapêutica das doenças infecciosas causadas por P. lilacinum 

é dificultada pelo fato de ele apresentar resistência a antifúngicos “azólicos”, principais 

moléculas aplicadas na clínica médica atualmente. O presente trabalho teve como 

objetivo explorar molecularmente o fungo P. lilacinum com relação à sua capacidade de 

resistir a antifúngicos e à sua capacidade de produzir peptidases robustas, com potencial 

de aplicação biotecnológica. Ferramentas moleculares como transcriptômica e 

proteômica foram aplicadas para acessar os dados moleculares do fungo e viabilizar 

análises de expressão diferencial para verificar as respostas aos antifúngicos fluconazol 

e itraconazol e anotação gênica para prospecção de peptidases. Foi observado que P. 

lilacinum promove um aumento de expressão dos genes alvo dos antifúngicos e dos 

genes que codificam bombas de efluxo. Com esse mecanismo, não há acúmulo de 

antifúngico intracelular e há compensação numérica da enzima que está sendo inibida 

pelo antifúngico com mais expressão da mesma. Dessa forma, o fungo consegue manter 

a síntese de ergosterol normalizada. As enzimas prospectadas e expressas de maneira 

recombinante em Pichia pastoris foram uma serino peptidase (rPl_SerPep) e uma metalo 

peptidase (rPl_MetPep). A rPl_SerPep se mostrou alcalina, com temperatura ótima 

aparente de 60 °C e termoestável. Já a rPl_MetPep se mostrou ativa em pH neutro e 

com temperatura ótima aparente de 40 °C. Essas enzimas se mostraram promissoras 

para futuros testes de aplicação biotecnológica. 

Palavras chave Purpureocillium lilacinum, Resistência a antifúngicos, 

Peptidases fúngicas, Expressão recombinante, Transcriptoma   
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1. Introdução geral 

O fungo Purpureocillium lilacinum é um ascomiceto, está definido na classe dos 

Sordariomicetos, ordem Hypocreales e família dos Ophicordyciptaceos. Essas classe e 

família são compostas por fungos caracterizados por serem patógenos de plantas e 

insetos. Até 2011, P. lilacinum recebia o nome de Paecilomyces lilacinus. Seu nome foi 

alterado por ele apresentar discrepâncias com as características do gênero 

Paecilimyces, representada por fungos termoestáveis, por exemplo (Luangsa-ard et al., 

2011). O fungo se caracterizou por apresentar conídios violeta ao iniciar sua esporulação 

em cultivos em placas de Petri e esse foi um dos motivos para moverem ele para o 

gênero Purpureocillium (Luangsa-ard et al., 2011). Apesar dessa mudança de nomes ter 

ocorrido em 2011, ainda há publicações de artigos se referindo ao nome Paecilomyces 

lilacinus (Burhan e Annon, 2019; Espadale et al., 2018 e Sanadhya et al., 2018). 

Figura 1: Cultivo de P. lilacinum em placas de Petri. Cultura cultivada por 14 dias em meio de cultivo contendo 

extrato de malte. Pode-se observar coloração violeta, típica de esporulação do fungo 

 

Fonte: Luangsa-ard et al., 2011 

P. lilacinum é um fungo saprófito, encontrado em muitas localizações, mais 

frequentemente em solo, vegetação em decomposição, insetos e nematoides (Luangsa-

ard et al., 2011). Existem relatos, inclusive, de associação de P. lilacinum com águas-

vivas (Yue et al., 2015). Em cultura, apresenta crescimento ótimo entre 26 e 30 °C. 
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Cresce em uma faixa de pH abrangente e tolera uma vasta diversidade de substratos 

(Banu et al., 2006 e Sun et al., 2006). Sua grande capacidade de adaptação aos mais 

diversos ambientes o torna um fungo com um grande potencial genético a ser explorado. 

Possui dois projetos genoma completos depositados no banco de dados Esembl 

(https://fungi.ensembl.org/index.html), mas, diante de seu potencial, ainda possui poucos 

recursos bem explorados. 

Uma característica bem estudada de P. lilacinum é sua capacidade de infectar 

invertebrados, como insetos e nematoides. Por essa característica, o fungo vem sendo 

explorado como possível controle biológico de pragas, principalmente para os 

nematoides (Wang et al., 2016 e Xie et al., 2016). Após os primeiros relatos de infecção 

nos nematoides Meloidogyne incognita acrita e Globodera pallida, que atacam culturas 

de batatas, estudos posteriores foram realizados (Jatala et al., 1979 e Stirling et al., 

1991). Verificou-se que a virulência se dá pela produção e secreção de enzimas e 

metabólitos secundários capazes de desestabilizar as membranas dos ovos dos 

nematoides (Wang et al., 2016, Wang et al., 2010). Dentre as enzimas produzidas estão 

peptidases e quitinases (Khan et al., 2004). Um metabólito secundário foi isolado do 

fungo por atuar nos mecanismos de infecção e foi denominado leucinostatina (Wang et 

al.,2016). Hoje já existe uma linhagem de P. lilacinum (PL251) registrada nos Estados 

Unidos como controle biológico de nematoides (Kiewnick et al., 2011). O estudo da 

aplicação deste organismo e seus recursos genéticos na biotecnologia vem ganhando 

força e se mostra muito promissor. 

P. lilacinum também é observado infectando seres humanos. Os relatos mostram que 

não só pessoas imunossuprimidas podem ser infectadas, mas também pessoas com 

sistema imunológico saudável (Carey et al., 2003 e Pastor e Guarro, 2006). O maior 

número de relatos é o de oculomicoses, seguidos de infecções cutâneas e subcutâneas 

(Pastor e Guarro, 2006). Além disso, há outras infecções relatadas, como sinusite, 

perfuração do septo nasal, osteomielite, onicomicose, fungemia, endocardite, doença 

pulmonar cavitária e vaginite (Pastor e Guarro, 2006; Carey et al., 2003; Khalique et al., 

2018; Shivaprasad et al., 2012; Khan et al., 2012; Raghavan et al., 2018 e Evans et al., 

2016).  
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Existe uma associação muito forte entre a causa dessas doenças e a utilização de 

materiais sintéticos contaminados. No caso das oculomicoses, por exemplo, os principais 

agentes inoculantes de fungo foram lentes implantadas, lentes de contato ou soluções 

de armazenamento de lentes contaminadas com P. lilacinum (Pastor e Guarro, 2006). 

Existem relatos de contaminação de material cirúrgico ou equipamento de tatuagem, que 

geraram infecções (Trinh e Angarone, 2017 e Khalique et al., 2018). Essa associação 

mostra que, mesmo com protocolos de esterilização e utilização de materiais sintéticos 

para evitar o crescimento de microrganismos, o fungo P. lilacinum se mantém viável 

nesses materiais e pode causar doenças que podem se complicar e causar morte 

(Khalique et al., 2018). 

O tratamento de infecções causadas por P. lilacinum pode ser dificultado, pois o 

organismo apresenta resistência a vários dos principais antifúngicos utilizados na terapia 

atualmente, os “azóis” (Pastor e Guarro, 2006, Aguilar et al., 1998). Observam-se casos 

em que os testes de susceptibilidade apontam sensibilidade do fungo a uma dada 

molécula, mas a terapêutica não funciona como esperado (Hall et al., 2004). Os estudos 

dos mecanismos que promovem resistência têm se intensificado e se fazem muito 

importantes, dado o aumento de relatos de organismos resistentes a essas moléculas, 

como é o caso do P. lilacinum. 

2. Objetivos gerais 

O presente trabalho teve como objetivo geral explorar molecularmente o fungo P. 

lilacinum com relação à sua capacidade de resistir a antifúngicos e à sua capacidade de 

produzir peptidases robustas, com potencial de aplicação biotecnológica. 

Como objetivos específicos, separamos em dois capítulos, para que a linha de 

raciocínio faça mais sentido. 

Capítulo 1: resistência a antifúngicos 

• Cultivar P. lilacinum em condições capazes de estimular a resistência aos 

antifúngicos fluconazol e itraconazol 
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uma flexibilização dessa região por quebra de ligações fracas. O efeito dessa 

flexibilização seria uma ativação mais eficiente da enzima, o que teria gerado maiores 

atividades nessa condição. 

O fato da estrutura secundária da rPl_SerPep ter uma alta concentração de α-hélices 

e o envelope molecular mostrar uma proteína globular coêsa provavelmente influenciam 

na sua estabilidade térmica. Estudos apontam que a presença de α-hélices estáveis 

podem trazer termoestabilidade para as enzimas. Além disso, a coesão da molécula 

dificulta a desnaturação térmica, provocada por aumento de energia cinética da solução. 

Os resultados da rPl_MetPep ainda serão complementados para que se tenha uma 

visão geral de sua atividade perante os substratos testados. 

4. Conclusão geral 

O presente trabalho mostrou diferentes abordagens moleculares que ajudaram a 

melhor descrever o fungo P. lilacinum. Este fungo apresenta importância agropecuária e 

médica e sua completa descrição é de interesse pois, apesar de ser um patógeno 

emergente, possui um perfil genético com grande potencial biotecnológico. 

Os conhecimentos gerados foram que o fungo lança mão de controle de expressão 

de genes específicos para conseguir se tornar resistente a antifúngicos e que possui em 

seu genoma genes de peptidases com potencial de aplicação industrial. Principalmente 

uma serino peptidase termotolerante.  
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