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Resumo
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O fungo ascomiceto Purpureocillium lilacinum pode ser encontrado em solo, vegetacéo
em decomposicédo, insetos, nematoides e outros locais. Apresenta grande importancia
agricola, visto que pode ser utilizado como controle bioldgico por ser capaz de infectar e
matar nematoides pragas de culturas, gracas as suas enzimas, como peptidases e
quitinases. Além disso, o fungo apresenta importancia meédica, pois é capaz de gerar
infeccdo em humanos. A terapéutica das doencas infecciosas causadas por P. lilacinum
é dificultada pelo fato de ele apresentar resisténcia a antifungicos “azoélicos”, principais
moléculas aplicadas na clinica médica atualmente. O presente trabalho teve como
objetivo explorar molecularmente o fungo P. lilacinum com relacédo a sua capacidade de
resistir a antifingicos e a sua capacidade de produzir peptidases robustas, com potencial
de aplicacdo biotecnologica. Ferramentas moleculares como transcriptdmica e
protedmica foram aplicadas para acessar os dados moleculares do fungo e viabilizar
analises de expressao diferencial para verificar as respostas aos antifungicos fluconazol
e itraconazol e anotacéo génica para prospeccéo de peptidases. Foi observado que P.
lilacinum promove um aumento de expressao dos genes alvo dos antifingicos e dos
genes que codificam bombas de efluxo. Com esse mecanismo, ndo ha acumulo de
antifangico intracelular e ha compensacao numeérica da enzima que esta sendo inibida
pelo antifGngico com mais expressado da mesma. Dessa forma, o fungo consegue manter
a sintese 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 étima
aparente de 60 °C e termoestavel. Ja a rPI_MetPep se mostrou ativa em pH neutro e
com temperatura 6tima aparente de 40 °C. Essas enzimas se mostraram promissoras
para futuros testes de aplicacéo biotecnoldgica.

Palavras chave Purpureocillium lilacinum, Resisténcia a antifungicos,
Peptidases fungicas, Expressédo recombinante, Transcriptoma



1. Introducao geral

O fungo Purpureocillium lilacinum € um ascomiceto, estad definido na classe dos
Sordariomicetos, ordem Hypocreales e familia dos Ophicordyciptaceos. Essas classe e
familia sdo compostas por fungos caracterizados por serem patégenos de plantas e
insetos. Até 2011, P. lilacinum recebia o nome de Paecilomyces lilacinus. Seu nome foi
alterado por ele apresentar discrepancias com as caracteristicas do género
Paecilimyces, representada por fungos termoestaveis, por exemplo (Luangsa-ard et al.,
2011). O fungo se caracterizou por apresentar conidios violeta ao iniciar sua esporulacao
em cultivos em placas de Petri e esse foi um dos motivos para moverem ele para o
género Purpureocillium (Luangsa-ard et al., 2011). Apesar dessa mudanca de nomes ter
ocorrido em 2011, ainda ha publicacdes 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 coloracéo violeta, tipica de esporulagdo do fungo

Fonte: Luangsa-ard et al., 2011

P. lilacinum é um fungo saprofito, encontrado em muitas localizacdes, mais
frequentemente em solo, vegetagcdo em decomposicao, insetos e nematoides (Luangsa-
ard et al., 2011). Existem relatos, inclusive, de associacdo de P. lilacinum com aguas-

vivas (Yue et al., 2015). Em cultura, apresenta crescimento 6timo entre 26 e 30 °C.



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 adaptacado 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 caracteristica bem estudada de P. lilacinum é sua capacidade de infectar
invertebrados, como insetos e nematoides. Por essa caracteristica, o fungo vem sendo
explorado como possivel controle biolégico de pragas, principalmente para o0s
nematoides (Wang et al., 2016 e Xie et al., 2016). Apds os primeiros relatos de infeccao
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 viruléncia se da pela producdo e secrecdo de enzimas e
metabdlitos secundarios capazes de desestabilizar as membranas dos ovos dos
nematoides (Wang et al., 2016, Wang et al., 2010). Dentre as enzimas produzidas estao
peptidases e quitinases (Khan et al., 2004). Um metabdlito secundario foi isolado do
fungo por atuar nos mecanismos de infeccao e foi denominado leucinostatina (Wang et
al.,2016). Hoje ja existe uma linhagem de P. lilacinum (PL251) registrada nos Estados
Unidos como controle biol6gico de nematoides (Kiewnick et al., 2011). O estudo da
aplicacdo deste organismo e seus recursos genéticos na biotecnologia vem ganhando

forca e se mostra muito promissor.

P. lilacinum também é observado infectando seres humanos. Os relatos mostram que
ndo sé pessoas imunossuprimidas podem ser infectadas, mas também pessoas com
sistema imunologico saudavel (Carey et al., 2003 e Pastor e Guarro, 2006). O maior
namero de relatos € o de oculomicoses, seguidos de infecgbes cutaneas e subcutaneas
(Pastor e Guarro, 2006). Aléem disso, h& outras infec¢des relatadas, como sinusite,
perfuracdo do septo nasal, osteomielite, onicomicose, fungemia, endocardite, doenca
pulmonar cavitaria 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).



Existe uma associagdo muito forte entre a causa dessas doencas e a utilizacao de
materiais sintéticos contaminados. No caso das oculomicoses, por exemplo, 0s principais
agentes inoculantes de fungo foram lentes implantadas, lentes de contato ou solucfes
de armazenamento de lentes contaminadas com P. lilacinum (Pastor e Guarro, 2006).
Existem relatos de contaminacao de material cirirgico ou equipamento de tatuagem, que
geraram infec¢des (Trinh e Angarone, 2017 e Khalique et al., 2018). Essa associacdo
mostra que, mesmo com protocolos de esterilizacéo e utilizacdo de materiais sintéticos
para evitar o crescimento de microrganismos, o fungo P. lilacinum se mantém viavel
nesses materiais e pode causar doencas que podem se complicar e causar morte
(Khalique et al., 2018).

O tratamento de infecgbes causadas por P. lilacinum pode ser dificultado, pois o
organismo apresenta resisténcia a varios dos principais antifingicos utilizados na terapia
atualmente, os “azdis” (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 terapéutica ndo funciona como esperado (Hall et al., 2004). Os estudos
dos mecanismos que promovem resisténcia tém 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 relacéo a sua capacidade de resistir a antifiingicos e a sua capacidade de
produzir peptidases robustas, com potencial de aplicacédo biotecnoldgica.

Como objetivos especificos, separamos em dois capitulos, para que a linha de

raciocinio faca mais sentido.
Capitulo 1: resisténcia a antifungicos

e Cultivar P. lilacinum em condicbes capazes de estimular a resisténcia aos

antifungicos fluconazol e itraconazol
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uma flexibilizacdo dessa regido por quebra de ligacdes fracas. O efeito dessa
flexibilizacdo seria uma ativacdo mais eficiente da enzima, o que teria gerado maiores

atividades nessa condicao.

O fato da estrutura secundéria da rPI_SerPep ter uma alta concentragdo de a-hélices
e 0 envelope molecular mostrar uma proteina globular coésa provavelmente influenciam
na sua estabilidade térmica. Estudos apontam que a presenca de a-hélices estaveis
podem trazer termoestabilidade para as enzimas. Além disso, a coesdo da molécula
dificulta a desnaturacéo térmica, provocada por aumento de energia cinética da solugao.

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

viséo geral de sua atividade perante os substratos testados.

4. Concluséo geral

O presente trabalho mostrou diferentes abordagens moleculares que ajudaram a
melhor descrever o fungo P. lilacinum. Este fungo apresenta importancia agropecuaria e
meédica e sua completa descricdo € de interesse pois, apesar de ser um patdgeno

emergente, possui um perfil genético com grande potencial biotecnoldgico.

Os conhecimentos gerados foram que o fungo lanca mé&o de controle de expressao
de genes especificos para conseguir se tornar resistente a antifingicos e que possui em
seu genoma genes de peptidases com potencial de aplicacao industrial. Principalmente
uma serino peptidase termotolerante.
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