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Resumo

O projeto "Estudos metabdlicos, enzimaticos etjers do fungo
endofiticoP. brasilianuni tratou de investigacdes biossintéticas das antidas
fenilpropanoidicas, as brasiliamidas, confirmandorigem fenilpropanoidica
destas substancias, muito incomum em fungos. Aidatie da enzima
Fenilalanina amonia-liase, primeira da rota bidssica, foi avaliada pela
primeira vez no fungo em estudo, e as condi¢cogsraducao de PAL poP.
brasilianum foram otimizadas (meio de cultivo e inducdo ao iadar
fenilalanina ao cultivo), assim como as condi¢cOesimtubacdo da reacao
enzimatica. A especificidade da enzima foi deteatina qual se apresentou
altamente promiscua em todos 0s substratos testadbssive atuando como
TAL (tirosina amonia-liase)n vivo, a adicdo de diferentes precursores ao meio
de cultivo levou a N-acetilacdo destes confirmado ados espectroscopicos.
O genoma do fungd. brasilianumfoi sequenciado, e através de extensos
estudos de bioinformatica pode-se determinar o ggre codifica a enzima
PAL. A partir de estudos de biologia moleculargossivel clonar e expressar a
enzima PAL recombinante fusionada a uma proteinsl@l¢ uma cauda poli-
his no N-terminal da proteina em vetor pETSUMO egpo emE. coli
BL21(DE3) obtendo-se, dessa maneira, as melhoresdigiies para
superexpressao enzimatica na forma soluvel. O gsocele purificacdo da
enzima recombinante foi estudado a partir de ungsalpasso de purificacdo
(coluna de afinidade) por gradiente de pH, obteafto grau de pureza
comprovado através de eletroforese monodimensioAal.enzima PAL
recombinante pura obtida foi caracterizada por M$¥quimicamente obtendo-
se valores de Km de 4,8 mM. Estudos parecem deisap que exista uma
relacdo entre a producdo de brasiliamida A quandango é submetido a
situacOes de estresse, seguindo mesmo comportanmeatado em plantas e,
portanto, a enzima PAL parece estar envolvida ecamsmos de defesa neste

fungo.

XVi



Abstract

The project "Metabolic, enzymatic and geneticdsts of the
endophytic fungusP. brasilianum resulted in biosynthetic studies of bis-
phenylpropanoid amides, the brasilimides, confignithe origin of these
substances via phenylpropanoid biosynthesis pathwery unusual in fungi.
PAL activity, the first enzyme involved in this Binthetic route was
successfully evaluated and the conditions of PAddpction byP. brasilianum
were optimized (culture medium and induction of PAHding Phe to the
culture), and the incubation conditions of the enaiic reaction. The specificity
of the PAL enzyme was studied, and the enzyme sthaaedsivity toward all
substrates tested, including acting as TAL (tyresammonia lyase). In vivo
studies throught the addition of different subsisalead to N-acetylation
confirmed by spectroscopy data. The genome ofuhgusP. brasilianumwas
sequenced, and extensive studies through biointasndead to the gene
encoding PAL enzyme. From molecular biology studies enzyme was cloned
and expressed as recombinant PAL fused to a SUM®iprand a his-tag at the
N- terminus of the protein in pETSUMO vector exgexs inE. coli BL21
(DE3) to obtain the best conditions for enzyme expression in its soluble
form. The purification process of the recombinamtyane was studied from a
single purification step (affinity chromatography pH gradient elution,
obtaining a high degree of purity confirmed by a@ensional electrophoresis.
The pure recombinant PAL enzyme obtained was ctearaed by MS and
biochemically yielding Km values of 4,8 mM. Recaiiidies seem to point out
that there is a relationship between the productibbrasiliamides when the
fungus is subjected to stress conditions. The PAkzyme appears to be

involved in defense mechanisms in this fungus,aashdieen described for plants.
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1 - Introducéo

1.1 - Micro-organismos endofiticos e seu potencial mdtalico

Atualmente, o estudo de micro-organismos endofittem atraido
a atencdo de muitos pesquisadores, e vem aumen&xpdessivamente nos
altimos anos, principalmente, visando o entendimeias relacdes e associacdes
bioldgicas a qual estes desenvolvem com seus heispedSTROBEL, 2002).
O termo endofitico, segundo definicdo recente (SEGH al., 2000), inclui
todos 0s micro-organismos que durante um periodidwa do seu ciclo de
vida, colonizam os tecidos internos de seus hospsdassintomaticamente
(ZHANG et al., 2006). Os micro-organismos endodigicsdo isolados dos
tecidos internos do hospedeiro apos esterilizagisuperficie dos mesmos,
seguido de incubacdo sobre uma variedade de meaos @stimular o
crescimento destes micro-organismos (PETRINI el8b2).

Micro-organismos endofiticos representam um sigaifie
reservatorio de diversidade genética e uma forpeltante para a descoberta de
novos metabdlitos secundarios bioativos. InGmerasmportantes metabdlitos
descritos na literatura sao produzidos por estgman®mos. Entre estes,
destacam-se agentes anticancerigenos, imunossupsessntiparasitarios,
antibioticos, entre outros (GUNATILAKA, 2006). Otaresse crescente nos
produtos naturais produzidos por fungos endofiti€ogvidente através do
namero de artigos e revisdes na literatura req@MANG et al., 2006; GUO et
al., 2008).

Até recentemente, a busca por novos metaboltasigem flngica
se concentrava principalmente na triagem aleatdoa micro-oganismos
isolados. Entretanto, atualmente, consideram-sevaptes as interacbes
metabolicas entre o fungo e o meio ambiente. Eaddaque as interacbes entre

fungos e seus hospedeiros resultam no aumentoodagdio dos metabolitos



secundarios sintetizados por estes micro-organisBbessa maneira, os fungos
endofiticos sdo uma fonte importante para a desolble novos metabdlitos
secundarios bioativos, uma vez que crescem nodoteanternos de plantas e
seu crescimento envolve continua interacdo metabd@ntre os organismos.
Este € um exemplo de triagem inteligente e umatégiia para a exploracédo do
potencial de producdo de metabdlitos secundaraeitaos que um fungo pode
oferecer (SCHULZ et al., 2002).

Entre as caracteristicas dos fungos filamentasdBpssintese dos
produtos naturais tem despertado grande interesseomunidade cientifica.
Devido as propriedades bioativas destes compgsesgiuisadores estdo unindo
esforcos para identificar os genes biossintéticos enecanismos regulatorios
envolvidos em suas vias metabdlicés.continua evolucdo nas técnicas de
sequenciamento de DNA assim como o avanco nos asstigdacionados a
bioinformética e o crescimento das bases de daoptoporcionado o maior
entendimento da gendmica dos micro-organismosferecendo alternativas
promissoras para descoberta e engenharia de nawopostos bioativos
(HERTWECK & SCHERLACH, 2009; LEADLAY & WEISSMAN, 205).

O crescimento exponencial nas ultimas duas deceslacionado
aos estudos de clonagem, expressdo génica e camgde da maquinaria
biossintética de determinados produtos naturaisrofmi@nos, tem revelado
conhecimentos moleculares sem precedentes narteseside produtos naturais,
incluindo a observacdo de que o0s genes para airiEses da maioria dos
produtos naturais estao agrupados no genoma manilnia forma de cluster de
genes (HERTWECK & SCHERLACH, 2009). Tal descobe&dm facilitando o
estudo biossintético de metabdlitos de interess#nacomo sua manipulacao, e
mudou fundamentalmente a pesquisa de produtosargtpermitindo o estudo
de clusteres biossintéticos de estruturas conleeidaportadas de metabdlitos
secundarios, a previsdo de novos compostos aisdeea isolados com base

em sequéncias de genes, e a geracdo sistematipeodigtos naturais "ndo
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naturais” por manipular os genes que regulam suassibteses (também
conhecido como biossintese combinatoria) (LEADLAYWMEISSMAN, 2005).
Os avancos na sintese de DNA e biologia sintétiodbém vao possibilitar a
reconstrucdo de rotas metabdlicas envolvidas nasibi@se de produtos
naturais, assim como a engenharia e expressaonggostos de interesse em
organismos modelos para superproducdo em escalatiiadl Os avancos nas
tecnologias para o isolamento, métodos analiteggrenciamento de banco de
dados tambem véao facilitar muito a descoberta enataicdo de bibliotecas de
produtos naturais de interesse (HERTWECK & SCHERHAC2009).
Finalmente, as preocupacdes ambientais irdo fawomenda mais os produtos
naturais microbianos a partir do desenvolvimento pilecessos de base
biologica, ou seja, a fermentacédo, engenharia mktale recursos renovaveis.

Estudos recentes do genoma de micro-organismetaram que o
potencial biossintético destes organismos é muiexglorado. De fato, o
niamero de genes que codificam a producdo de enziesggmnsaveis pela
biossintese de metabdlitos secundarios é muitorrdaigue a producao destes
metabalitos pelos micro-organismos estudados. &m&@orpara esta observagao
€ gue apenas alguns genes responsaveis pela t@essie produtos naturais
sejam expressos sob as condigcdes de cultivo lab@miast Dessa maneira,
apenas um pequeno potencial de estruturas quigipesduzido. Neste sentido,
para obter acesso a este reservatorio de metabsétandarios potencialmente
bioativos, a biossintese precisa ser induzida gam, deve-se realizar uma
investigacdo sistematica do metaboloma do micrarosgno em estudo
(HERTWECK & SCHERLACH, 2009).

Enfim, os fungos filamentosos s&o utilizados cofoates de
importantes metabdlitos secundarios que encontrapicauso na agricultura,
indUstria, medicina e nutricdo. Entretanto, poueosabe sobre a genética,
arquitetura e papel fisiologico destes metabdliapesar do fato de que alguns

fungos tém sido explorados industrialmente ao |laewéarias décadas. Entre as
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vias metabolicas de metabolitos secundarios caizantas e bem-estabelecidas
em fungos esta a rota biossintética da aflatoxima Aspergillus flavuse
Aspergillus parasiticuse inclui ativadores da transcricdo e genes aathifio
enzimas PKS do tipo | que estédo arranjadas no gemomforma de cluster de
genes (YU et al., 2004).

1.2 - Biossintese de fenilpropandides em fungos

Os aminoacidos L-fenilalanina e L-tirosina comdocbs
construtores §C; sdo precursores de grande numero de produtosaizatcom
importantes atividades bioldgicas associadas. Esies podemos citar acidos
cinamicos e derivados, cumarinas, lignanas e figidas. O esqueleto basico
dos fenilpropandides, assim como alguns exemplasttaturas de metabolitos
fenilpropanoidicos e sua ocorréncia em plantasagéiesentados na figura 1.1
abaixo.

S

Unidade basica C6-C3
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(0]
MeO
OMe

Myristicina (Myistica fragrans) Anetole (Pimpinella anisum)

CUCry LT

Podofilotoxina (Podophyllum peltatum) a-Ppeltatina (Podophyllum hexandrum)

FIGURA 1.1 - Unidade béasicasC;dos fenilpropandides e alguns exemplos
destes produzidos por plantas.
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Trés etapasonstituintes da rota biossintética geral parariadgac
dos fenilpropandides fornecem o0s principais precursipare a producao de
flavondides e ligninasHigura1.2). No primeiro passo, enzimaFenilalanina
amonia-liase (PAL)é responsavel peldransformacdodo aminoéacid L-
fenilalanina em &cidainamico, seguida da formacao acidop-cumarico pela
acdo da enzima cinamatehidroxilase (C4H), que é, entdmnsformado e p-
coumaroil-CoApela enzimécido p-cumarico - CoA ligasdCL), (Figura 1.2).
Ambos os compostodcido p-cumarico e p-coumarofloA podem atuar na
formacdo de ligninas, enquarque o p-coumaroil-CoA € precursc da via

metabolicados flavondide (Figura 1.2).
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FIGURA 1.2 -Rota biossintética para a formacéao de fenilpromim. Enzimas
relatadas: PAL, fenilalanina amé-liase; TAL, tirosina amon-liase; C4H,
cinamato 4hidroxilase; 4CL, &cido-cumarico-Coa ligase; COMT, acid
cafeico/ acido Sxdroxiferulico C-metil-transferase; C3H,-coumaroil
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F5H, ferulato Saidroxilase; CHS, chalcona sintase; STS, etilbemtase.
(Adaptado deEMILIANI et al., 2009) .
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Fenilpropandides, incluindo os flavondides, eramitas vezes
considerados metabdlitos secundarios quase exatusite produzidos por
plantas até a recente descoberta de genes da estrhcana sintase (CHS) na
espécie de fungdspergillus oryzae outras espécies de fungos (SESHIME et
al., 2005). A presenca de chalcona-flavanona isasee(CHI), uma enzima
responsavel pela ciclizacdo da chalcona em flavatambém foi identificada
na espéci®eurospora crassa em algumas leveduras (SESHIME et al., 2005).
A partir das evidéncias descritas, SESHIME et(2005) sugere a existéncia da
rota metabdlica para a producéo de flavonoideslgmma fungos, assim como
verificado em plantas superiores. Entretanto, aémsros trabalhos na literatura
envolvendo a producédo de fenilpropandides por rocganismos.

Estas enzimas tém recebido atencdo significatimapéantas e
bactérias, em virtude de seus produtos metabdimeselevado valor agricola e
farmacéutico. CHSs de plantas séo conhecidas galizea um importante
passo biossintético para a formacdo de flavonoidesflavondides e
antocianinas através da condensacdo do compostwunpacoil-CoA e trés
moléculas de malonil-CoA. Essencialmente, CHSses@imas que fazem parte
da rota biossintética de flavondides posteriormeni@cdo de enzimas como
fenilalanina amoénia-liase (PAL), cinamato 4-hidtage (C4H), e acido p-
cumarico-CoA ligase (4CL) (JORGENSEN et al., 2008)atividade destas
respectivas enzimas facilita a conversdo do amidoagrecursor, L-
fenilalanina, via a formacdo de acido cinamico,ddacip-cumarico e o
intermediario chave, o p-coumaroil-CoA, o qual éatieado em diversas vias
qgue conduzem a sintese de uma ampla variedade @éddites através da
atividade de enzimas CHSs, e outras enzimas coaloarta redutase (CHR) e
chalcona-flavonona isomerase (CHI) (Figura 1.2).

Enzimas putativas PKS do tipo Ill, como a enzi@ldS, foram
identificadas em alguns fungos com genomas descitatre elesiN. crassa

Magnaporthe griseaPhanerochaete chrysosporiyfausarium graminearune
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Podospora anseringEntretanto, em contraste ao funyooryzaeque apresenta
4 enzimas putativas PKS tipo Ill, os fungbls crassae F. graminearum
apresentam apenas um homoélogo da enzima em seus@gErenquanto que 0s
fungos,M. griseae P. anserinaapresentam 2 homologos. Apenas o fuRgo
chrysosporiumapresentou 3 homoélogos da enzima relatada noesean@. Por
outro lado, algumas espécies de fungos do géhgpergillus(A. nidulanse A.
fumigatug n&o apresentaram genes que codificam a enzima €heus
genomas. Considerando a grande homologia das enfiid& fangicas e das
mesmas enzimas descritas em plantas, os pesq@sadeESHIME et al.
(2005), propde que um razoavel mecanismo de tna@msfi@ horizontal de genes
conduziu a alguns destes fungos adquirir a CHSa#gs durante a evolucgao.

Os pesquisadores, ainda buscaram no genoma do Auroryzae
outras enzimas envolvidas na rota biossintéticeedigpropanoides (SESHIME
et al., 2005). Analises do genoma do micro-organisnmdicaram 4 genes
codificando a enzima PAL em paralelo a plaftabidopsis thalianaEnquanto
os fungosA. nidulanse A. fumigatusapresentaram 2 e 1 genes codificando a
enzima PAL respectivamente. O gene PAL foi tambétersormente descrito
no fungo fitopatégenoUstilago maydis entretanto, sua funcdo continua
desconhecida (KIM et al., 2001).

Considerando o papel da enzima PAL em catalisamaersao de
fenilalanina em acido cinamico conforme relatado mantas, é possivel que
vias semelhantes possam operar em fungos, levanconersdo de acido
cinamico para acido p-cumarico pela actividade del € posteriormente a p-
coumaroil-CoA pela actividade de 4CL, que subsemmente conduz a
formacédo de benzaldeido, alcool benzilico e acelbico conforme relatado
emA. oryzaee outros fungos. Os pesquisadores SESHIME e2@0D5) também
investigaram a presenca do gene que codifica anen@4H no genoma dé.
oryzae e verificaram um Unico gene responsavel pela asévede &cido

cindmico em acido p-cumarico no fungo estudado.
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A enzima 4CL desempenha um papel chave na cagabtzde
carbono para diversas vias do metabolismo dos pfepanoides, que
proporciona precursores para a biossintese de mpka aariedade de produtos
naturais, catalisando a formacéo de diferente®xiclnamatos. Um total de 11
genes que codificam enzimas 4CL putativas com hogieicom enzimas 4CLs
de bactérias e plantas foram identificadas no gandmA. oryzaesegundo
SESHIME et al. (2005) a partir de analises de aimd&de. Enquanto que nos
genomas deé\. nidulanse A. fumigatusapenas 8 e 2 enzimas putativas 4CL
foram observadas, respectivamente. Outra cardataristeressante no genoma
de A. oryzaefoi a constatacdo da presenca de grande numegermes que
codificam enzimas da superfamilia de enzimas @itno P450 em comparacao
a outros fungos do génefspergillus(A. nidulanse A. fumigatuy (MACHIDA
et al., 2005). Em plantas, sabe-se que mais deZimas da familia citocromo
P-450 mediam reacdes de oxidacdes envolvidas re bmssintética de
fenilpropandides, fitoalexinas, terpenos e alca&®idque participam em
mecanismos de defesa contra patdogenos e exposigé@tiagdo UV (WERCK-
EICHHART, 1995). Dessa maneira, 0os pesquisadoresdiégmm que algumas
enzimas citocromo P450 putativas encontradas nonggmo micro-organismo
A. oryzae estejam potencialmente relacionadas a via metabdlie
fenilpropandides.

A presenca de grande numero de genes que codifoaimas da
rota biossintética dos fenilpropandides em funtfys, gerado muitas discussoes
entre 0s pesquisadores no intuito de identificaamcterizar a funcdo destes
genes e ainda, determinar a funcdo de possiveitprigmanoides fungicos
produzidos. Uma vez que fenilpropandides sintetiggabr plantas contribuem
na resisténcia a patdogenos e barreiras fisicadJWbaixas temperaturas, etc.),
fenilpropandides fungicos também poderiam de algtoraa atuar na defesa
destes organismos e ainda refletir um processoutvwol (SESHIME et al.,

2005). Alguns exemplos que acordam com esta hipatesvam do fato de que
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algumas cepas industriais de oryzae(RIB128, RIB177, RIB609 e RIB647)
exibem tolerancia elevada a luz UV e tratamentos cdagelamento e
descongelamento (ISHI et al.,, 2005), estas cafatiters, segundo o0s
pesquisadores, poderiam refletir a producdo de nalguigmentos
estruturalmente similares a flavonodides por egtgdujue estariam auxiliando o
micro-organismo em seu processo de defesa aosgalerestresse impostos ao
crescimento do mesmo (SESHIME et al., 2005).

Os genes referentes a superfamilia PKS tipa@sitA, csyB, csy@
csyD encontrados no genoma de oryzae foram submetidos a analises
funcionais através da expressao heterdloga. A syperssdo do gerosyBem
A. oryzaelevou a identificacdo do composto csypirona BlgiFRa 1.3),
identificado como um produto biossintetizado parias do tipo PKS tipo Ili
(SESHIME et al., 2010). O genesyA (No. acesso AB206758) codifica uma
proteina de 402 aminoacidos com uma massa moledeldB,5 kDa, que foi
expressa sob o controle do promatemmylase e utilizando o fungh. oryzae
como vetor de expressao. Os pesquisadores idangifico composto acido 3,5-
dihidroxibenzéico (DHBA) (Figura 1.3) como o produtmajoritario da
expressao deste gene em. oryzae Experimentos com precursores
isotopicamente marcados, neste casd’(2-acetato confirmaram o padrdo de
incorporagcao das unidades de acetato no DHBA. @srementos de marcagao
isotépica indicaram os carbonos enriquecidos cd@) C-2, -4, -6, e -7
indicando que o composto DHBA foi formado pela anghcdo de quatro
unidades de acetato, excluindo o envolvimento da fmossintética via
chiguimato, o que € coincidente com a biossinteserda para a formacéo do
composto orcinol derivado do acido orselinico. Atpdor oxidagcdo do grupo
metila do orcinol pelo fungo levou a producdo de BAH Analises de
modelagem molecular désyAem comparacdo a estrutura da enzima acido 20-
oxoalquilresorcilico sintase dgeurospora crassadicaram que o tamanho da

cavidade deCsyA apenas aceita substratos com a cadeia acila pegien
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consequente formacdo de tetredeos (SESHIME et al2010. Dessa forma,
CsyAnaoparece estar envolvida na biintese de fenilpropandides via a a
da enzima PAL a partir do aminoacid-fenilalanina. O genesyD também foi
estudado e os pesquisadores descrevem que a arateininteressendo
apresentou a triade catalitica conservada ((Cys-HisAsn), a qual é
necessaria para a extensao da cadeia police e portanto exclui-se qualquer
envolvimento dos genesstudados na formacdo de flavondides via
biossintética dos fenilpropandic (Figura 1.3).
Modelo proposto por SESHIME

(2010) para a formagdo de
Csypirona B1

0 CoA CH3
H
CoA

Succinil-CoA Acetil-CoA
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FIGURA 1.3 - Modelogiossintéticos para a formacédo de Csypirona Blid®:
3,5Dihidroxibenzéico formados via enzimCsyBe CsyArespectivamen
(Adaptado d¢<SESHIME et al., 2010).
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Embora o metabolismo da fenilalanina em plantascwlares e
animais seja bem documentado, muito menos se cerdtdne a degradacao
fungica deste aminoacido. Algumas das vias conbheald metabolismo animal
e vegetal de fenilalanina sdo descritas também ieno+forganismos. Em alguns
micro-organismos a fenilalanina € convertida end@diomogentisico atraves
da formacdo dos intermediarios &cido fenilpiruvice &cido p-
hidroxifenilpirdvico através da transaminacao edwdacdo, como no caso do
metabolismo em animais. Por outro lado, a descalokrtfungos expressando a
enzima PAL e a deteccdo €0, a partir de'C-fenilalanina, na producéo de
acido cinamico e acido benzoico demonstraram quescdungos tem a
habilidade de degradar fenilalanina por uma viaokmndo a desaminacao
inicial da fenilalanina para produzir acido cindmicomo acontece em plantas
(HYUN et al., 2011). Uma via metabdlica para o rhetsmo de fenilalanina
por meio de acido cindmico, acido benzdico, p-hitirenzoico foi reportada em
diferentes  basidiomicetos, incluindoRhodotorula Ustilago hordej
Schizophyllum communeSporobolomyces roseudlternaria, R. solanj e
Penicillium brevicompactum (HYUN et al., 2011). Por outro lado, foi relatado
gue o fungoLentinus lepideystem a habilidade de biossintetizar cinamatos
como acido p-cumarico, acido isoferulico, aciglmnetoxicinamico via acido
cinamico derivado de fenilalanina. Os autores @®®rn que estes cinamatos
sdo acumulados no meio de cultura na forma de sespectivos ésteres,
entretanto, a significancia fisiologica destes in@litos ainda é desconhecida
(HYUN et al., 2011). Estes relatos do acumulo deamiatos em fungos
filamentosos, despertam interesse, porém, suanorigge produzidos pelo micro-
organismo ou se sao frutos do metabolismo de tomsés do substrato, parece
ser dubia.

Um dos primeiros bisfenilpropandides documentandungos, se
assemelhando estruturalmente as lignanas, foi actdila do acido

diidrocafeico, isolado dénonotus sp (Figura 1.4). Flavondides foram obtidos
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de extratos de espécies Aspergillus(TURNER & ALDRIDGE, 1983). No
entanto, nesse caso, esses compostos podem seadoiydo metabolismo de
constituintes da soja, usada como substrato pdtteaocdos micro-organismos.
A forma mais comum usada por fungos filamentosea paumular unidades
CeC;, oriundas dos aminoacidos fenilalanina e/ou tr@sna forma dimérica, é
a producdo de difenilbenzoquinonas (Figura 1.5).s M@esses casos,
aparentemente ndo ha envolvimento de enzimas sagila PAL. Unidades
desses aminoacidos também podem ser incorporadagunos metabdlitos
secundarios fungicos se adicionando a fragmentpsrieidicos ou policetidicos
(TURNER & ALDRIDGE, 1983).

R e R'=H> 2,5-difenilbenzoquinona

FIGURA 1.5 - Estrutura molecular da 2,5-difenilbegainona, um pigmento
fungico.

12



Recentemente, EL ELIMAT et alin(press ao estudar a plantilybum
marianum (Asteraceae) utilizada no tratamento de disorandigado como
hepatite, identificaram sete compostos majoritatiasclasse das flavolignanas
silibina A, silibina B, isosilibina A, isosilibind, silicristina, isosilicristina e
silidianina. Estudos quimicos indicaram que o furegmlofitico Aspergillus
lizukaeisolado desta planta é habil na producdo daslitmanas silibina A e
silibina B. As flavolignanas foram identificadaglisando UPLC-PDA-HRMS-
MS/MS por comparacdo com 0s tempos de retencéio) @assno comparagcao
com os espectros de HRMS, e MS/MS dos compostaa@ads pesquisadores
descrevem a atenuacéo da producao destes metals@dondarios pelo micro-
organismo apos sucessivas subculturas do micratigrga em BDA e relatam
gue a habilidade deste fungo em produzir os corapdste 2 é regenerada ao
cultivar o fungo na presenca de folhasSilgbum marianumEntretanto, diante
da possibilidade de contaminacao da cultura coflaaslignanas produzidas na
planta e devido a falta de dados espectroscopioesmateriais suplementares

nao é possivel assegurar a producéo de flavoligrfangicas.
1.3 - A enzima PAL

Fenilalanina amonia-liase é a primeira enzima vehano
metabolismo dos fenilpropandides, responsavel petatalise da
biotransformacdo do aminoacido L-fenilalanina erangracido cinamico e
amonia, descrita inicialmente em 1961 pelos peadores KOUKOL &
CONN, (1961). A rota biossintética envolvendo adpigiio destes metabdlitos
secundarios é ativa em plantas superiores e estdviela principalmente em
mecanismos de defesa. Em micro-organismos, salsise esta enzima
apresenta funcdes catabdlicas, permitindo o udoefdailalanina como fonte de
carbono e nitrogénio no metabolismo secundario. QANALD &
D'’CUNHA, 2007).
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A enzima PAL catalisa a desaminacao espontangm-®xidativa
de L-fenilalanina em &cido cindmico e amonia. Estudom o aminoéacido L-
fenilalanina enriquecidos estereoespecificamente ¢eutério (D) no C-3
foram utilizados para a determinacdo da estereacainda reacéao.
Pesquisadores verificaram que o grupo amino ne®@ aidrogénio pro-S no C-
3 da L-fenilalanina sdo eliminados de maneira anfyanar para gerar o trans-
acido cinamico (MACDONALD & D’CUNHA, 2007).

A enzima PAL foi isolada e caracterizada a patérum grande
namero de espécies de plantas, algumas espéciengles e algumas poucas
fontes bacterianas. A maioria das enzimas PALs/amtielatadas apresentam
uma massa molecular na faixa de 300-340 kDa. Alguexaecdes de massas
relatadas sdo 152 kDa er@cimum basilicum 226 kDa na bactéria
Streptomyce250 kDa enHelianthus annuys266 kDa enfragaria ananassa
e 560 kDa ermflternaria (HYUN et al., 2011). A enzima PAL é geralmente um
tetramero constituido de subunidades idénticas.urAly enzimas hetero-
tetrameros foram descritas efh annuus(2 x 58 kDa e 2 x 68 kDa) e
Rhizoctonia solani2 x 70 kDa e 2 x 90 kDa). PAL dRhodosporidium
toruloidesfoi relatada como um dimero composto de duas sdbdas idénticas
com massa molecular de 80 kDa (HYUN et al., 2011).

A maioria das PALs séo consideradas proteinasofidicicas,
propriedade muito abordada pelos pesquisadorespugificacbes da enzima
através de cromatografia de hidrofobicidade. Auésta tridimensional da
enzima PAL deR. toruloidesfoi descrita a patir de dados de cristalografia
utilizando a técnica de Raio-X. A proteina homaetérica apresenta 716
residuos por subunidade com uma massa molecul&s kPa. A enzima PAL é
especifica para o aminoacido L-fenilalanina, e mdgwasos, L-tirosina,
formando o 4cido p-cumarico e neste caso a enzimdacamo tirosina amoénia-
liase (TAL). Outros L-aminoacidos ndo s&do desanmusagela enzima.
(MACDONALD & D’CUNHA, 2007). Na maioria das enzim@%AL descritas,
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a atividade TAL € muito baixa. A razdo entre aidéide PAL/TAL das enzimas
descritas variam entre 1.35~5 no furmorobolomyces pararoselentre 4~20
em milho e 0.6~1.3 em PAL encontrada em feijao (MYyet al., 2011).
Nenhuma enzima TAL que ndo apresentasse atividadRAld foi descrita até o
momento. Diferentes enzimas PALs isoladas revelanaa cinética normal de
saturacdo de substrato de acordo com Michaelisever@® pH 6timo para as
enzimas descritas esta na faixa de 8.2~9.0 e aetatnpa 6tima relatada varia
entre os organismos. PAL isolada de tabaco apeegentperatura otima em
35°C, 55°C em girasol, e 44~48 emRhizoctonia(HYUN et al., 2011). Em
contraste, PAL fungicas séo relativamente maisvestéa altas temperaturas.
PAL deRhodotorulaé descrita como sendo estavel por 6 me€&s’@ (HYUN

et al., 2011). Foi verificado que a enzima PAL méguer cofatores exodgenos.
Na tabela 1.1 abaixo, visualizam-se as diferemtet®$, das quais a enzima PAL
pode ser purificada, assim como a massa molecudanianero de subunidades
da enzima (MACDONALD & D’'CUNHA, 2007).

TABELA 1.1 - Caracteristicas da enzima PAL prodazigor diferentes
organismos.

Fonte pH 6timo MM (kDa) Subunidades
Streptomyces verticillatus 9,1 226 4
Batata 8,7 330 4
Rhodotorula glutinis 8,5 330 4
Sporololomyces pararoseus 8,5 275 4
Rhizoctoria solani 8,8 330 4
Zea mays 9,0 330 4

Com relacdo ao gene que codifica a enzima PApreaenca de
introns foi reportada ambos nos genes de plantasgos. PAL de plantas
geralmente apresentam um intron, enquanto fungossemam geralmente
cinco ou seis introns nos genes PAL descritos tamatura. A analise da
sequencia de 45 genes que codificam a enzima Hstadés na tabela 1.1,

mostram que o numero de introns varia de acordoa@spécie. O namero de
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introns encontrados nos genes PAL também varianorgamismos do mesn
género, como os fungcA. flavuse A.oryzae A posicado do sitio ativo var
pouco entre as espécies de fungos conforme viadalizna tabela 1.2,
geralmente entre os aminoacidos 12344, com excecdo das sequencias
Neurosporae Neosartoryeonde a posicao do sitio ativo enco-se perto do C-
terminal e Nterminal respectivamer (HYUN et al., 2011).

TABELA 1.2 - Propriedades do gene PAL descrito em diferentegol
(Extraida de HYUN et gl201))

) . . Posi¢do do Tamanho di  Numero de
Espécie de fungo Nome do gene Sitio ativo da PAL sitio ativo proteina introns
Ascomycota
Aspergillus clavatus NRRL 1 ACLA_080920 GSISASGDLIPLSYIAA  123-139 664 1
A flavus NRRL 3357 AFL2G_05505 GSISASGDLIPLSYIAG ~ 189-205 721 2
A flavus NRRL 3357 AFL2G_00533 GSISASGDLTPLAYIAG  202-218 714 1
A flavus NRRL 3357 AFL2G_06214 GSISASGDLSPIAYISG  155-171 671 3
A fimigatus Af203 Afu2g09110 GSISASGDLMPLSYIAG  181-197 728 2
A nidulans FGSC A4 ANID_03897 GSISASGDLTPLAYIAG  182-198 687 1
A nidulans FGSC A4 ANID_06075 GSISASGDLMPLSYIAG  187-203 702 2
A niger ATCC 1015 e_gwl_1539 GSISASGDLTPLAYIAG  194-210 719 1
A niger ATCC 1015 e_gwl_3.237 GSISASGDLSPLSYIGG  181-197 720 2
A niger ATCC 1015 feel_pm_C_13000016  GTISASGDLMPLAYVVG  184-200 704 2
A. oryzae RIB 40 A0090005000532 GSISASGDLTPLAYIAG  202-218 714 1
A. oryzae RIB 40 A0090011000788 GSISASGDLIPLSYIAG ~ 189-205 721 2
A. oryzae RIB 40 A0090026000586 GTISASGDLMPLAYVTG  183-199 696 2
A. oryzae RIB 40 A0090701000601 GSISASGDLSPIAYISG ~ 228-244 74 4
A terreus NIH 2624 ATEG_09127 GSISASGDLTPLAYIAG  177-193 695 0
A terreus NIH 2624 ATEG_10006.1 GSVSASGDLMPLSYIAG  181-197 698 2
Bomytis cinerea B05.10 BC1G_05296.1 GSISASGDLSPLSYIGG ~ 240-256 1131 6
Chaetomium globosum CBS 14851 CHGG_02399.1 GSISASGDLSTLSYIAG  190-206 707 3
Fusarium. graminearum NRRL 31084  FGSG_09311 GTISASGDLMPMSYIAG  180-196 721 0
F. oxysporium f. sp. lycopersici 4287 FOXG_05927 GIISASGDLMPLSYIAG  180-196 750 0
F verticillioides 7600 FVEG_03798 GTISASGDLMPLSYIAG  180-196 724 0
F verticillioides 7600 FVEG_10552 GSISASGDLIPLSYIAG ~ 196-212 706 1
Gaeumannomyces graminis R3-111a-1 GGTG_00837.1 GSISASGDLSPLSYIAG  204-220 743 2
Magnaporthe oryzae 70-15 (MGS8) MGG_10036.7 GSISASGDLSALAWIAA  207-223 627 0
M poae ATCC 64411 MAPG_07598.1 GSISASGDLSPLSYIAG  198-214 730 2
Neurospora crassa OR74A (NC10) NCU09391.5 GSISASGDLSTLSYIAG  610-623 763 1
Neosartorya fischeri NRRL 181 NFIA_084640 GSISASGDLMPLSYIAG ~ 48-64 595 0
Stagonospora nodorum SN15 SNOG_08528.1 GSISASGDLSPLSYICG ~ 190-206 700 4
S. nodorum SN15 SNOG_09914.1 GSISASGDLSALAWIGA  179-195 610 0
S. nodorum SN15 SNOG_16362.1 GSISASGDLSPLSYVGG  191-207 m 2
Uncinocarpus reesii 1704 UREG_04219.1 GTISASGDLMPLAYIVG  185-201 710 2
Verticillium albo-atrum VaMs.102 VDBG_08166.1 GTISASGDLMPLSYIAG  181-197 676 1
V. dahliae VdLs.17 VDAG_100581.1 GIISASGDLMPLSYIAG  181-197 696 0
V. dahliae VdLs.17 VDAG_05831.1 GSISASGDLSALAWICA  218-234 645 0
Basidiomycota
Coprinus cinerea okayama7#130 CC1G_068383 TSISASGDLSPLSYIAG ~ 212-228 734 9
C. cinerea okayama7#130 CC1G_141613 GSISASGDLSPLSYIAG ~ 252-268 770 6
Laccaria bicolor S238N-H82 LACBIDRAFT 201120  GTISASGDLAPLSYIAG  163-179 688 5
L. bicolor S238N-HS2 LACBIDRAFT_ 184628  GSISASGDLSPLSYIAG  201-217 731 11
Puccinia triticina 1-1 BBBD Race 1 PTTG_02413.1 GSISASGDLMPLSYVAA  175-191 653 13
P graminis tritici CRL 75-36-700-3 PGTG_12283.2 GSISASGDLMPLSYVAA  190-206 691 13
Rhodosporidium toruloides AAA33883 GTISASGDLSPLSYIAA  207-213 693 6
R toruloides CBS 14 P11544 GTISASGDLSPLSYTAA  184-200 716 6
Rhodotorula graminis WP1 CAD23828 GSISASGDLSPLSYIAG ~ 213-229 713 1
R mucilaginosa NRRLY-15597 CAA31486 GTISASGDLSPLSYIAA  213-229 720 5
Ustilago maydis 521 UMO00078 SSISASGDLSPLSYVAG  201-217 724 0

PAL, phenylalanine ammonia-lyase; NRRL, Northem Regional Research Laboratory; FGSC, Fungal Genetics Stock Center; ATCC, American
Type Culture Collection; RIB, Research Institute of Brewing; NIH, National Institutes of Health; CBS, Centraalbureau voor Schimmelcultures.
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Quatro diferentes métodos de purificacdo da emzPAL sao
descritos na literatura para o micro-organidRimdotorula glutinisO ndmero

de passos e os rendimentos descritos séo resunadabela 1.3 a seqguir.

TABELA 1.3 - Protocolos de purificagcao da enzima PAL a palirdiferentes
linhagens d&khodotorula glutinifMACDONALD & D’CUNHA, 2007).

N° de Rendimento

Linhagem do Organismo etapas (%) Referéncia
Rhodotorula glutinis .
(ATCC15385) 8 17 Hodgins 1971
Rhodotorula glutinigIFO 0559) 8 23 Fritz 1976
Rhodotorula glutinislEO 0559) 6 32 Adachi 1990
Rhodotorula glutinisNCYC 61) 4 33 D’cunha 1996

A enzima PAL representa uma das poucas enzimakidéaiticas
gue possuem muitas aplicacbes comerciais, apresiensgplicacao industrial na
producédo de L-fenilalanina (precursor do aspartarsgu éster metilico através
de reacdo fisioldgica reversa a partir de acidéamino e altas concentracdes de
amonia. Foi verificado em experimentos com ratosivo que a enzima PAL
pode ser utilizada para converter excessos vengndsolL-fenilalanina no
sangue em compostos menos nocivos, No caso o0 @ni@mico e amonia, que
sao excretados pela urina (MACDONALD & D’CUNHA, 200

Além do importante papel no desenvolvimento, azirla PAL é
responsavel pela resposta a estresses nas pl8ntakiossintese é estimulada
por ataques de patdgenos, tecidos danificadosdiag@ UV, baixas
temperaturas ou baixos niveis de nitrogénio, fosatferro. A enzima PAL por
estar extensamente presente em plantas e auserteiraais, apresenta-se um
alvo promissor para o desenvolvimento de herbiceladguns inibidores de
crescimento vegetal ja vém sendo desenvolvidosTRRI & SCHULZ, 2004).

Muitos fenilpropanoides induzidos sao classificadosmo fitoalexinas,
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compostos antimicrobiais sintetizados em respasttague de um determinado
patogeno. Entre as fitoalexinas séo descritos gdgpanas, isoflavanas,
isoflavonoides prenilados, estilbenos, cumarinasgde®iantocianidinas,
flavonols, e auronas (DIXON & PAIVA, 1995). Os nivede concentracéo
destes compostos aumentam em torno do local decade e apresentam
concentracfes téxicas aos patdgenos conforme hiosneealizadosn vitro
(DIXON & PAIVA, 1995).

O fungo patogéniccolletotrichum trifoli, quando presente nas
folhas da alfafa, causa a doenca Antraguinosefequepor sintomas a reducéo
das folhagens e baixo crescimento da planta. Quarfdotada, a planta se
defende pela réapida producdo de enzimas da rotasibiética dos
fenilpropandides (PAL, CAH) e consequente acumuts dsoflavondides,
medicarpina e sativan, exemplos de fitoalexinaslymas pela planta a partir
do ataque do patégeno (SAUNDERS & O’NEILL,2004).

O é&cido cinamico € precursor de inumeros fenjandides,
compostos que possuem esqueleto carbdnig®; G qual, junto aos seus
derivados apresentam importantes aplicacdes inaigstNo caso, o produto da
reacdo catalisada pela enzima PAL é um compostzadih como agente
flavorizante em alimentos, além de aumentar adade de farmacos como
isoniazida ou rifampina contislycobacterium tuberculosi@/ANELLI et al.,
2007). O compostoo-metil-cinamamida inibe a invasdo e metastase de
melanoma humano maligno. Ja o composto cinamaldei@atimutagénico em
celulas de mamiferos. Industrialmente, o acidorciod e seus derivados sao
produzidos por sintese quimica. Este processo wnvwoha quantidade grande
de solventes e devido a isto, existe um crescefgeesse no desenvolvimento
de alternativas que nao sejam nocivas ao meio atebtemo a reconstrucao de
vias metabdlicas em organismos recombinantes (CHBAEV et al., 2008).

A enzima PAL é reguladora chave da rota bossatétos

fenilpropandides e qualquer inibicdo de PAL, inéitodo o percurso de
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formacdo destes metabdlitos secundéarios. Provam@melevido a sua
essencialidade, as plantas abrigam varias copiahzimma PAL no genoma e

nenhum mutante nulo é descrito na literatura (HYadlsl., 2011).

1.4 - As amidas bis-fenilpropanoidicas e sua potencidihde
como farmacos

As amidas bisfenilpropanoidicas brasiliamida Arasiliamida B
(Figura 1.6), foram descritas anteriormente, copmle produzidas pelo fungo
Penicillium brasilianumisolado de amostras de solo no Japao, quandeacidt
em okara (residuo néo soltvel do gréo de soja)lFAJdt al., 2002).

A substancia brasiliamida Al) teve sua estrutura elucidada
baseada em dados espectrais e evidéncias quirsieado encontrada uma
formula molecular &H,¢N,Os. Foram realizados, para este composto,
bioensaios contra o bicho-da-seddorfibyx moii estando este no terceiro
estagio larval. Foi observado que essa substamodup convulsdo nestes
animais. A atividade para esta substancia foi astalencontrando-se valores de
EDsy, proximos a 300upg.g* (FUJITA et al., 2002). Para a substancia
brasiliamida B 2) foi sugerida uma férmula molecularn8,¢N,Os baseada
também em dados espectrais e evidéncias quimicaspectro de RMNH,
apresentou sinais conturbados, sendo alguns ddptican CDGla 20°C. Esse
fendOmeno foi observado também em diferentes sagedeuterados, como
acetona e metanol deuterados. Essas observac@eantews pesquisadores a
sugerir que isdbmeros conformacionais gegstavam presentes em solucédo. A
substancia brasiliamida B também se mostrou atwér@ as larvas dBombyx
mori provocando convulsdo nestas. Encontraram-se valer&fy, proximos a
50 png.g>. (FUJITA et al., 2002). FUJITA et al. (2002) tesma ainda a
desidrobrasiliamida B (&HogN,Os) contra as larvas déBombyx mori
substancia produzida a partir da hidrogenacéo lolst@nucia 2). Encontraram-se
valores de ER) proximos a 40Qug.g™.
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Era esperado que o grupo funcional responsalalgheidade das
brasiliamidas fosse o 3-metoxi-4,5-metilenodioxikrconhecido como grupo
piperonila, assim como é relatado para as subskmuiristicina e dilapiole,
(substancias inseticidas) por LICHTENSTEIN & CASIDEO63). Entretanto, a
atividade da desidrobrasiliamida B foi 400.g*, mais fraca que2j, sugerindo
que a ligacdo dupla no anel tetraidropirazino ssjsencial nessas estruturas
(FUJITA et al., 2002). FUJITA et al. (2002) sugeraimda que as brasiliamidas
devam ser classificadas como um novo grupo tremargéuma vez que, nao
possuem grupos funcionais similares as substamciabecidas que tenham
atividade parecida contra bicho-da-seda como femibrginas, e
verruculogenina.

FUJITA et al. (2005) isolaram trés novos compsshrasiliamida
C (3), brasiliamida D 4) e brasiliamida EX), do fungoPenicillium brasilianum
quando cultivado em okara, também a’@5or duas semanas. Suas estruturas
foram elucidadas com base em dados espectrosc@madéncias quimicas. O
espectro de RMN dessas substancias exibiu uma renisiel dois ou quatro
Isdbmeros conformacionais de acordo com a rotac&witee das ligacdes do
grupo amida em solucdo. Os dados de RMNe **C foram analisados para o
iIsdbmero em maior quantidade na temperatura adequada

A atividade contrdombyx morfoi analisada para as brasiliamidas
C, D e E, que apresentaram valores de,lHB 400ug.g*, 400ug.¢g'e 500ug.g*
respectivamente. A atividade da brasiliamida D 8 s&mero geométrico
desidrobrasiliamida B se mostraram menores do quativadade para a
substancia brasiliamida B, sugerindo novamente agligacdo dupla no anel
piperazino € mais significante que o grupo 3- meddx-metilenodioxibenzila.
FUJITA & HAYASHI (2005) sugerem também, que a atadle convulsiva das
brasiliamidas ndo é afetada pela conformacdo dd piperazino ou pela

configuracéo dos substituintes no anel.
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Recentemente, foi reportada na literatura a l@asda F (Figura
1.6), até entédo inédita (FILL et al., 2009). O imoltdo micro-organismo e a
purificacdo deste metabdlito foram realizados etndes anteriores no grupo
LaBioMMi durante o estudo quimico do fundt brasilianum A estrutura
molecular desta nova molécula pode ser visualizeddigura 1.6 abaixo. A
substancia brasiliamida F € um composto monoadetilontendo em sua
estrutura um grupo metoxipiperonil e benzil. A céedzacao da brasiliamida F
foi baseada em dados de RMN 1D e 2D (FILL et Q093.
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FIGURA 1.6 - Estruturas quimicas das brasiliamidasF.
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Outra caracteristica estrutural bastante intarges das
brasiliamidas € a presenca do grupo 3-metoxi-4ilenedioxibenzila
(metoxipiperonila). A classe de produtos naturais gpresenta este grupo em
suas estruturas quimicas sdo as lignanas, neddignanalguns flavonodides,
sendo estes tipicos fenilpropandides produzidoplamtas. Buscas na literatura
revelaram que o0s Unicos metabdlitos secundariogidas que apresentam o
grupo metoxipiperonila em suas estruturas quimsé@asas brasiliamidas e os
compostos PF118 produzidos pelo fur@arysosporiumque se caracterizam
por serem amidas com forte atividade antitumoraDDEN: JKXXAF JP
2001139577 A 20010522. Dessa maneira, as bragilemmpossuem inameras
similaridades com fenilpropandides biossintetizgutmsplantas.

Uma interessante teoria foi recentemente deseédaol e
apresentada na literatura, indicando que plantesstees poderiam ter adquirido
a habilidade de produzir compostos da classe dukpr@pandides a partir de
micro-organismos via transferéncia genética hoteaatravés da decodificacao
da enzima PAL. Durante a evolugcdo, muitos micra@anigmos parecem ter
mantido esta habilidade metabdlica no intuito déesie e para facilitar a
associacdo com plantas, controlando as respostamcgsa da planta durante a
colonizacédo (EMILIANI et al., 2009).
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2 - Objetivos

O objetivo fundamental deste trabalho é o estedanelhor
entendimento da biossintese das amidas bis-fepdmidicas produzidas pelo
fungo Penicillium brasilianum Neste sentido, para elucidacdo completa da
biossintese de brasiliamidas, a primeira enzimarata biossintética dos
fenilpropandides, fenilalanina amoénia-liase (PAkj&estudada na sua forma
nativa. Assim como, a clonagem, expressdao e pagdic da enzima PAL
recombinante fazem parte dos objetivos deste trabalisou-se o estudo da
adicdo de precursores biossintéticos ao meio daraule analises via HPLC-
MS/MS das respostas visualizadas no metaboloma @oo+4organismo e
deteccédo de intermediarios biossintéticos. Finaleyero trabalho proposto
visou o0 maior entendimento da funcdo das brasidlam)i possiveis
fenilpropandides fungicos, produzidas pelo furigobrasilianumatravés do
estudo da producdo destes metabdlitos secundatasdqg o fungo foi
submetido a situagdes de estresse, visando rellgiama similaridade entre a
producdo de fenilpropandides em plantas e fungosoctorma de defesa a

fatores biodticos e abioticos.
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3 - Materiais e Métodos

3.1 - Materiais

Os principais materiais utilizados no preserdbdltho séo descritos

nas tabelas a seguir:

TABELA 3.1 - Reagentes

Nome Marca

Acido cindmico Padréo sintetizado
d’-Acido cinamico Sinth®

Acido 4-metoxicinamico Padrao sintetizado

Acido 3,4-metoxipiperonilcinamico  Padréo sintetizado

Agarose Sigma
Agua ultrapura -

Alcool Isopropilico Quemis
Brometo de Etidio Promega
BSA Sigm&
Carbenicilina Melford
Cloroférmio J T Bakef
CDCl MERCK®
DEPC Sigm&
EDTA Mallinckrodt
Etanol Quemis

Fenol/Cloroférmio/Alcoollsoamilico  Sigm&’
25:24:1
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TABELA 3.2 - (Continuacao)

Nome Marca
IPTG Melford
L-fenilalanina Sigm&
L-tirosina Sigm&
Metanol JT Baker
SDS Sigmd&
Sulfato de Amédnio Sigm&
Sulfato de Magnésio Sigm&

TABELA 3.3 - Tampoes

Nome Descricéo Marca
TAE Tris Base Sigm&
Acido acético Synth
EDTA Mallinckrodt
TE Tris-HCI 10mM pH 8.0 Sigm&
EDTA Mallinckrodt
Tampao extracdo DNA  Tris-HCI 200mM pH 8;Bigm&
NaCl 250mM Sigm&
EDTA 25mM Mallinckrodt
SDS 0.5% Sigm&

26




TABELA 3.4 - Kits

Nome

Marca

Plasmid MiniKit

Kit PCR purification: MinElute
RNeasy Plant Mini Kit

cDNA Synthesis System

Omega Bio-Tek
Qiagéh
Qiagef
Roche Applied Science

TABELA 3.5 - Meios de cultura

Nome Descricao Marca
Meio LB Peptona de caseina 10SB®
mg.L"

Extrato de Levedura 5
mg.L"*
Cloreto de Sddio 10
mg.L"*

Meio LB sdlido Anterior  suplementaddJSB®

Meio liquido Czapeck

Meio soélido Czapeck

com Agar 15 mg.L!

PO, 1,0 mg.L* Sigm&
MgSQ,0,5 mg.L*
KCI1 0,5 mg.L*
FeSQ 0,01 mg.L*
Glicose 30 g.LI!

Anterior  suplementad®igmd’

com Agar 15 mg.L!
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TABELA 3.6 - Equipamentos e Materiais

Nome

Marca

Espectrometro de RMN

Espectrometro de Massas

Cromatografo Liquido

Cromatégrafo de baixa
(FPLC)

Rotoevaporador rotativo
Camara de Fluxo Laminar
Autoclave Vertical
pHmMetro

Mesa Incubadora Rotativa
Centrifuga

Sonicador

Balanca analitica

Pipetas automaticas

Cuba de eletroforese vertical
Thermomixer Comfort
Transiluminador UV

Cuba de eletroforese horizontal

Espectrofotdmetro ND-1000

BRUKER DPX 400

QuattroLC —-MICROMASS, aipl
quadupolo, ESI/ APCI;

Thermo Finnigan LTQ, ion trap, ESI

Bruker micrOTOF-Q Il, ESI

Thermo Finnigan LTQ orbitrap Velos
Waters- Alliance 2695

Bomba LC10AD e LC-8A, SPD-6A
UV-Vis;Auto Injector SIL-10ADVp;
CBM-10A Communication Module.

pressdBE Healthcare

Tecnal (TE 120)
Veco VL FS-12M
Phoenix AV 70
Tecnal Tec-3MP
Tecnal TE 140
SORVALL MACH GR
Branson 1510
Tecnal

GILSON Pipetman de 20; 20000 1
uL

Mini-protean tetisteay, Bio-Rad
Epperdorf
Spectroline

Flowgen

Nanodfop
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TABELA 3.7 - Outros materiais

Nome Marca
GeneRule!™ 1kb DNA ladder Fermentas
Dual color plus protein Standards Bio Rad

Enzimas de restricd®ant| e Hindlll  New England Biolab

TABELA 3.8 - Vetores

Vetor Descricao  Aplicacao Fonte
PET28(a) Kan® Pr7;, Expressdo emkE. Novagen
Oriyeraza lacl, N- coli
Term Hig-tag
PET24(+) KaR P, ) Novagen
Ofijraza lacl, C- Exlpressao enk.
Term His-tag coll
PETSUMO CE, Pr7, EXpressao eminvitrogen

Oriperaza lacl, N- E.coli
Term Hig-tag, N-
Term Sumo

3.2 - Oligonucleotideos

PAL_Fwl sense 5’ - GGB TTY GGW GGV AGY GCC GA -3
PAL_Fw2 sense 5’ - GCW TCK GGW GAY YTB ATG CC - 3
PAL_Revl anti-sense 5’ — YTG RTT ATG CAT YTC DGC H&’
PAL_Rev2 anti-sense 5’ — CAT RTA HGC HGM CAT RTT GA&’
PAL_Rev3 anti-sense 5’ — GGB CCA ATC CAY TGV GGV-@’

PAL_Fw_pet28Ntag sense 5-AGC TGA GGA T@€ gtg cga tgc aac tct -3°
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PAL_pet28Ntag anti-sense 5"-AGC TGA AAG CTtia cca gca act gag caa-3°
PAL pet24C-tag sense 5 - AGC TGA GGA T@&€ tta gtg cga tgc aac -3'

PAL_pet24Ctag anti-sense 5°- AGC TGA AAG Ctda gca act gag caa agt-3'

3.3 - Materiais Cromatograficos

% Suportes para Cromatografia
Silica gel 70-230 Mesh

Silica gel 230-400 Mesh
Silica gel 60 PF 254.

s Coluna para HPLC PHENOMENEX LUNA Phenyl-hexyl (fasersa)
250 x 4,6 mm (5);

% Coluna para HPLC analitico PHENOMENEX Synergi 4wibno 250 X
4.6mm (u de diametro de poro);

% Coluna para HPLC analitico WATERS Spherisorb ORS0 x 4.6mm
(3,51 de diametro de poro) ;

% Coluna para cromatografia de exclusdo molecular ERIEEX S-200
preparativa, 120mL (GE healthcare life sciences);

% Coluna para cromatografia de troca ionica Hi tr&AB Sepharose Fast
Flow 1mL (GE healthcare life sciences);

% Coluna para cromatografia de hidrofobilidade (HEN)enyl Sepharose

Fast Flow low sul), 1mL (GE healthcare life sciences).

3.4 - Parte experimental

3.4.1- Cultivo do fungo P. brasilianum isolado deMelia azedarach

O fungo endofiticdPenicillium brasilianum(LaBioMMi 024) foi

isolado anteriormente do cortex das raizedMeééa azedarachno laboratorio
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LaBioMMi do Departamento de Quimica da UFSCar, $ANTOS (2003) e
conservado na micoteca LaBioMMi.

A cepa dePenicillium brasilianumfoi retirada da micoteca, e sua
ativacdo se deu através da inoculacdo de recdgesx(0,5cm) do fungo em
placas contendo o meio BDA (batata-dextrose-ad@$s o crescimento dos
mesmos nas placas de Petri (aproximadamente unanagrpode-se preparar a
suspenséo de esporos com concentracieetificada em camara de Newbauer,

para 0s posteriores experimentos com este miCr@rEgO.

3.4.2 - Cultivo do micro-organismo P. brasilianum em meio
liquido suplementado com L-fenilalanina

A estimativa da incorporacdo do aminoacido L-daiha (Phe) na
rota biossintética das brasiliamidas foi estudaavés do cultivo do micro-
organismo em meio liquido Czapeck (composicdo dascra Tabela 3.4
anterior), suplementado com 25mg de L-fenilalarena Erlenmeyers de 250
mL. O experimento foi realizado em quadruplicatguatro Erlenmeyers foram
mantidos como controle sem a adicdo do aminoa@da jposterior comparacao
quantitativa e estimativa da producdo de brasilamA com e sem a
suplementacdo do aminoacido no meio de cultivo.

O meio de cultura referente aos experimentos sterdéizado em
autoclave vertical durante 15 minutos a temperatard21°C e latm de pressao.
Em seguida, os Erlenmeyers contendo meio de cuitwgan inoculados com
100uL da suspenséao de esporos preparada no item 8térioa O crescimento
do fungo se deu durante 20 dias e ap0Os este perniediizou-se filtracdo a
vacuo e ao filtrado adicionou-se acetato de etNeOEt) (2x 30 mL) para
realizacdo de particdo liquida em funil de separagd@d micélio foram
adicionados 50 mL de etanol (EtOH) e apds um perded12 h, o material foi
separado por filtracdo a vacuo, obtendo-se o0 extchd micélio deP.

brasilianum.
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Uma vez obtidos, os extratos referentes ao axpetpb foram
analisados através das técnicas de cromatografjaiddi acoplada a

espectrometria de massas, e as condi¢fes de a#isescritas no item 3.4.4.

3.4.3 - Estimativa da producédo de brasiliamidas pelo fugo P.
brasilianum cultivado em diferentes meios de cultura

Com o objetivo de estimar a producdo da substdneisiliamida A
em diferentes meios de cultivo, no sentido de atwgho desta producao, o
fungo foi cultivado em meios liquidos e solidosostgriormente comparados de
maneira quantitativa. A tabela 3.9 resume o procedio para a preparacdo de

cada um dos meios utilizados no experimento.

TABELA 3.9 - Cultivo do fungo em diferentes meiacs cliltura

Meio de cultura utilizado Protocolo utilizado

S 70 g em 60 mL de agua destilada, autoclavados
Arroz (meio solido)

2x 40min.
Arroz suplementado com 70 g e 25 mg de Phe em 60 mL de agua
Phe destilada, autoclavados 2x 40min.

70 g em 60 mL de agua destilada, autoclavados
2x 40min.
50 mL de meio (tabela 3.5) autoclavado 1x por

Canjica (meio solido)

Czapeck (meio liquido) 15 minut
minutos

Czapeck suplementado com 50 mL de meio + 25 mg de Phe (tabela 3.5)

Phe (meio liquido) autoclavado 1x por 15 minutos

O micro-organismo foi cultivado em meio solidorahte 28 dias,
tempo de crescimento otimizado em estudos anter{@i&L, 2009) através do
estabelecimento de curvas de producdo neste dobsfpds este periodo,
foram adicionados 30 mL de AcOEt e 70 mL de metélMa@OH) e apds 12 h
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de extracdo em repouso, o fungo foi filtrado a wa®ealizou-se ainda particao
liquido-liquido com AcOEt (2x 30mL) e posteriormempncentrou-se o extrato
obtido em rotaevaporador rotativo.

O tempo de cultivo em meio liguido Czapeck tamii@rotimizado
em estudos anteriores através da construcdo dascdesproducdo neste meio
de cultura e estabeleceu-se a maxima producaordsiidamidas em 18 dias de
crescimento (FILL, 2009), sendo este o periodouwdtvo otimo do fungoP.
brasilianum em meio liqguido Czapeck para estudo destes médtzbol
secundarios. ApoOs este periodo, o fungo foi fitbrael vacuo. Ao filtrado
adicionaram-se 30 mL de AcOEt para realizacdo di&;fa liquido-liquido e ao
micélio adicionou-se EtOH e extraiu-se durante 18rh seguida, o extrato foi
concentrado em rotaevaporador.

As estimativas da producao de brasiliamidas denafites meios de
cultura foram realizadas através de experimentosHBLC/UV-MS que sao

descritos no item 3.4.4 abaixo.

3.4.4 - Andlises por HPLC/UV-MS e HPLC/UV-MS/MS dos
experimentos relacionados a biossintese das Braaitidas

Para as analises dos extratos obtidos nos iten® 8.3.4.3 via
HPLC/UV-MS, foi utilizada uma coluna de fase reeer$HENOMENEX
Synergi 4u Fusion 250 x 4.6 mmu(Sle diametro de poro) e como fase movel
um gradiente entre agua e MeOH ambos suplementamos0,1% de TFA
(acido trifluoracético). O método testado teve wasiacdo do gradiente da

seguinte forma:

Métoda 0-15 min 30-70% MeOH; 15-30 min 70-90% MeOH; 3D+8in 90-
100% MeOH

A fase mével foi filtrada e degaseificada por Z2@utos em banho

de ultra-som antes de ser utilizada. A vazao folOde mL.miril, 0 volume

33



injetado foi de 1QuL no método utilizado e o solvente utilizado paissdlucao
dos extratos foi metanol. As condi¢cOes de ionizgg@oESI no modo positivo

de ionizacao para as amidas estao descritas n&aTahe.

TABELA 3.10 - Condicdes do espectrometro de magaes (ESI+)

Temperatura da fonté&Q) 30
Temperatura do prob&Q) 300
Capilar (kV) 3.81
Cone (V) 17
Extrator (V) 6
Lentes RF (V) 0.59

Estudou-se a fragmentacdo das amidasepeetrospray(ESI) e
decomposicao induzida por colisdo (CID) e a pat@sses dados, pode-se
estabelecer os melhores experimentos para a deteseketiva dessas
substancias nos meios de cultura. Péde-se, a dagifragmentos observados
nos espectros de ions produtos, determinar osscde&RM (8lected Reaction
Monitoring) para a substancia brasiliamida A, com o objetieoestimar a
producéo deste compostos nos diferentes experispndpostos nos itens 3.4.2
e 3.4.3. As condicbes utilizadas nas analises nmon®RM de aquisicdo estéo

resumidas na tabela 3.11 abaixo.

TABELA 3.11 - Condi¢des de SRM para a substan@ailbamida A

Parention Daughter ion Inter channel- Dwell (3) Energia de
(m/2) (m/2) delay (s) coliséo (eV)
439 380 0,03 0,5 10
439 338 0,03 0,5 10
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3.4.5- Cultivo do fungo P. braslianum em meio liquido
suplementado com acido cinamico

No intuito de verificar a incorporacdo do acidoarnico, produto
direto da L-fenilalanina através da reacdo enzaagiroporcionada pela enzima
Fenilalanina amonia-liase na rota biossintética li@siliamidas, o fungd.
brasilianum foi cultivado em meio liquido Czapeck enriqueciclim 2% de
extrato de levedura, assim como descrito na taBelaanterior e foram
adicionados 25mg do acido cinamico em trés Erlemnsege 250mL contendo
50mL de meio de cultura cada um. Trés Erlenmeyerant mantidos como
controle para posterior comparagao qualitativardéezgdimento de esterilizacao

e inoculacdo do micro-organismo foi 0 mesmo veadi no item 3.4.2 anterior.

3.4.6 - Cultivo do fungo P. braslianum em meio liquido
enriquecido com g-acido cinamico.

O micro-organismd®. brasilianumfoi cultivado em meio liquido
suplementado com;@cido cinamico, para a determinacdo e comprovdeao
rota biossintética das brasiliamidas. Para estadesto fungo foi cultivado
segundo as mesmas condi¢cdes descritas no item &me2ior, onde trés
Erlenmeyers foram suplementados co@acido cindmico e trés frascos foram
mantidos como controle. Os procedimentos de agtgdo e inoculacao

também seguiram as mesmas condicdes descritasnm@ 4.2 anterior.

3.4.7 - Ensaio de inibicdo do fungd. brasilianum frente ao acido
cinamico

A atividade antifungica dB. brasilianumfrente ao acido cinamico
foi investigada através de ensaios de inibicAaesconento do fungo em placas
de Petri, contendo meio BDA e a atividade foi addi através da medicdo dos

halos de crescimento do micro-organismo.

35



Neste sentido, foi preparado inicialmente meibds6BDA, cuja
composicao € especificada: 6,0 g de dextrose; d@ batata; 2,5 g de agar e
150 mL de agua destilada. Ap6s o preparo do meié,Bidlicionou-se acido
cinAmico ao meio numa concentracdo final de d@@L", 250 ug.mL'e 500
ng.mL* respectivamente. O experimento foi realizado endqumicatas. Outras
quatro placas de Petri foram mantidas como conapknas com meio BDA,
sem a adicdo de &cido cinamico, para posteriormeggkzar a medicdo e
comparacao dos halos de crescimento do fithdwrasilianumfelacionando-os
a atividade antifingica do acido cinamico.

Depois de devida esterilizacdo em autoclave deird® minutos a
121 °C e 1 atm de pressao, o furigobrasilianumfoi inoculado de maneira
homogénea em todas as placas de Petri contendo sokio BDA, com o
auxilio de um furador de diametro igual a 3 mm.haks de crescimento das

quadruplicatas foram medidos apés cinco dias devaul

3.4.8 - Ensaio de inibicado de crescimento do fung®. brasilianum
frente a diferentes cinamatos.

Outros substratos testados com relacéo a atwidatifingica dé.
brasilianum foram o0s compostos: &cido 4-metoxicinAmico e acRld-
metilenodioxicinamico, ambos sintetizados em esudateriores no grupo
LaBioMMi. O procedimento para a realizacdo dos ssantifingicos foi
semelhante ao descrito no item 3.4.7 anterior. gxeentracao testadas foram
100 ng.mL*, 250pug.mL* e 500pg.mL* respectivamente em quadruplicata cada

uma delas.

3.4.9 - Avaliacao da atividade da enzima Fenilalanina admia-
liase (PAL) produzida pelo fungoP. brasilianum

Com o conhecimento de que as asnibiis-fenilpropanoidicas
parecem ser biossintetizadas via o caminho dogpfepandides, a primeira
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enzima da rota biossintética destes metabdlitosinsiécios, a fenilalanina
amonia-liase teve sua atividade avaliada.

Inicialmente, cinco frascos déeEmeyer de 250 mL contendo 50
mL de meio de cultura liquido Czapeck suplementaaim 2% de extrato de
levedura (tabela 3.4), foram inoculados, depoisdeeida esterilizagao, com
esporos do micro-organisnio brasilianum

O fungo cresceu durante cines dob agitacdo de 120 rpm a 25 °C
e apods este periodo, filtrado a vacuo e transfexi@@mL de tampao tris-HCI
(25 mM) pH 8.8. Em seguida, no intuito de verifiegoroducéo da enzima PAL,
foram realizados ensaios enzimaticos através dgi@die L-fenilalanina 2,5
mM. Apos 30 minutos, a reacdo enzimatica realizadan as células
ressuspensas em tampao foi terminada com a ackcB&O,5 M. Dois frascos
foram mantidos como controle sem a adi¢ao de Ldamina.

Apoés o término da reacdo, adpto da reacdo enzimatica, o acido
cinamico foi extraido com particdo com AcOEt (2x B3Q). A formacado de
acido cinamico a partir da L-fenilalanina pode sewnitorada a partir de
analises por MS.

Nas andlises por espectrometria de massas, ntoidivisualizar
0 produto da reacdo enzimatica, realizaram-se empptos de insercdo direta
no modo de ionizagdo negativo, utilizando-se ES|/M8n espectrometro triplo
quadrupolo-WATERS.

A vazdo utilizada nas andlises foi de 0.3mL:M{#ACN) e o
solvente utilizado para dissolucao dos extrato$tie®H, e as condicbes para o

acido cinamico estao descritas na Tabela 3.12:

37



TABELA 3.12 - Condicdes do espectrdmetro de mapsas 0 acido cinamico
(ESI-)

Temperatura da font&Q) 50
Temperatura do prob&Q) 330
Capilar (kV) 3.22
Cone (V) 41
Extrator (V) 6
Lentes RF (V) 0.71
3.4.10 - Protocolo para obtencdo do extrato enzimatico de.
brasilianum

Uma vez que nao existem relatos da extracdo dimanPAL a
partir do micro-organismo em estudo, dois diferemetocolos foram testados
e avaliados a partir de eletroforese em gel demateirde poliacrilamida 15%
(LAEMMLI, 1970). A preparacdo do extrato enzimati¢protocolo 1) foi
realizada no laboratério de Biossintese da Unespaguara sob a supervisao da
Prof. Dra. Maysa Furlan e do Prof. Dr. FernandotiDguiba.

O tampéo utilizado na extracdo enzimatica daslalde P.
brasilianumcontinha 100 mL de tamp&o Tris 25 mM, pH=8.8; EDIAM;
sacarose 250 mM; DTT 15 mM e ascorbato de sodiomdd. Apos a
solubilizacéo dos reagentes (sob agitacao), fai@mdo 10% de glicerol (10
mL; v/v) e PVPP, na proporcéo de 20% em relacd@assende material fungico
(a cada 20 g de micélio, 4 g de PVPP foi utilizado)

O micélio do micro-organismo foi em seguida cothcaem
nitrogénio liquido, e triturado em almofariz comxdw de pistilo e N. Em
seguida, foram adicionados 50 mL de tampao prepaaateriormente. Esta
mistura foi muito bem triturada e posteriormententitta em banho de gelo por
10 minutos sob agitacao suave.

As amostras foram posteriormente filtradas em gamrolhidas e

equilibradas em tubos proprios para a centrifuga. a@mostras foram
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centrifugadas por 15 minutos a 10000g (9150 rpnramde 15 minutos. Ao
sobrenadante, foi adicionado uma solucdo 1M de Mgé€iessario para atingir
uma concentracéo de 30mM. A solucéo foi entao @gismb banho de gelo por
20 minutos e centrifugada a 40000g. O precipitado sbrenadante foram
utilizados como fonte enzimatica. Na figura 3.laesiibido o esquema

indicando as etapas realizadas no protocolo 1 lagd®o enzimatica.

Células do fungo P.
brasilianum

[
Trituracdo em N,

I
Adicdo do tampéo

[
Centrifugacéo por 15 minutos a 10000g

PRECIPITADO 1 SOBRENADANTE 1

Saturacdo com solugéo de
MgCl, 1M até atingir 30 mM

Agitacado por 20 minutos em
banho de gelo

Centrifugacéo por 20 minutos

a 400009
PRECIPITADO (2) SOBRENADANTE (2)
(utilizado como fonte (utilizado como fonte
enzimatica) enzimatica)

FIGURA 3.1 - Protocolo 1 para obtencao de extratoreatico.
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Posteriormente, determinou-se a concentracdo éipaot das
amostras (extratos enzimaticos obtidos das céldasP. brasilianum
quatificadas pelo método de BRADFORD (1976).

Inicialmente, no intuito de simplificar o procedinto descrito
anteriormente (protocolo 1), um protocolo mais dificado (procolo 2) foi
desenvolvido. Neste protocolo, 0 micro-organismocidtivado em meio de
cultura liquido Czapeck enriquecido com 2% de éxtde levedura durante
cinco dias sob agitacdo de 120 rpm. Em seqguidaélgas do fungo foram
filtradas e colocadas em nitrogénio liquido e tatlas em almofariz com auxilio
de pistilo. Em seguida, foram adicionados 10mLathepao tris-HCl 25mM pH
8.8. Esta mistura foi muito bem triturada e postenente mantida em banho de
gelo por 10 minutos sob agitagao suave.

As amostras foram posteriormente filtradas eqaitihs em tubos
préprios para a centrifuga. As amostras foram ifegadas a 10000g (9150
RPM) durante 15 minutos. O precipitado foi deschrta o sobrenadante foi
utilizado como fonte enzimatica.

O extrato enzimatico preparado segundo o protazdlmbém foi
avaliado em gel de poliacrilamida SDS PAGE (moneadiisional), conforme
mencionado anteriormente. O gel foi em seguidaladweecom auxilio de

Comassie Blue.

3.4.11 - Ensaios enzimaticos para deteccdo da atividade da
enzima PAL

Foram realizados ensaios enzimaticos com o soteeia 1,
precipitado 1 e sobrenadante 2, obtidos a partprdtocolo 1 descrito no item
3.4.10, assim como ensaios enzimaticos com o satiaete obtido no protocolo
2, com o objetivo de verificar se a enzima foi akia com eficiéncia. Os
ensaios enzimaticos foram realizados com a adied®@ulL do aminoacido L-

fenilalanina (20 mM) e 100uL de cada extrato enzimatico obtido
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respectivamente em micro-tubos e a reacdo enzarfatiégncubada durante 30
minutos numa temperatura de 45°C. Na tabela 3.i&saptada, verifica-se os

codigos utilizados nas analises no intuito simgdifias discussoes.

TABELA 3.13 - Codigos utilizados nos ensaios enzioas

1 100uL do sobrenadante 1 (controle)

2 100uL do sobrenadante 1 (controle)

3 100uL do sobrenadante 1+ 1@0Q de fenilalanina
4 100pL do sobrenadante 1+ 1@ de fenilalanina
5 100uL do precipitado 2 (controle)

6 100uL do precipitado 2 (controle)

7 100uL do precipitado 2+ 100L de fenilalanina
8 100uL do precipitado 2+ 100L de fenilalanina
9 100uL do sobrenadante 2 (controle)

10 100uL do sobrenadante 2 (controle)

11 100uL do sobrenadante 2+ 10 de fenilalanina
12 100uL do sobrenadante 2+ 10 de fenilalanina

Em seguida, os extratos das reacfes enzimaticas fanalisados
via HPLC/UV-MS/MS para o monitoramento da produd@oacido cinamico,
produto da reacdo com PAL. As condi¢cdes para @&zagdlo das analises séo

descritas no item 3.4.9.
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3.4.12 - Protocolo para fracionamento do extrato enzimatio
de P. braslianum através de precipitacdo fracionada com
(NH4)2SO,4

ApoOs a obtencéo do extrato enzimatico de acordoaprotocolos
descritos anteriormente, foi realizada uma preagdid fracionada com sulfato
de amodnio. A concentracédo de sulfato de amodnio adieionada para atingir a
saturacao desejada foi determinada utilizandoelaatescrita 3.14.

TABELA 3.14 - Precipitacdo com sulfato de amoniguantidade de sal a ser
adicionado a 6C.

Saturacdo  Sulfato de ambnio

(%) (9.L"
0-25 134
25 - 55 179
55 — 80 161

Inicialmente, adicionou-se sulfato de amonio raito de atingir a
saturacdo de 25%. Apos todo o sal ter sido adidmrasolucéo foi mantida sob
agitacao por 10 minutos em banho de gelo e posteite centrifugada a
10.000 g por 30 minutos. O precipitado foi congelad20°C e o sobrenadante
foi levado a 55% de saturacdo, como descrito amieente. Uma ultima adicéo
de sulfato de amoénio foi realizada para que o salol@nte atingisse 80% de
saturacdo. Retirou-se o sulfato de aménio adicoraextrato com o auxilio
de uma membrana de didlise contra tampao tris-E@hi.

Os precipitados obtidos ap6s o fracionamento fasabmetidos a
testes de atividade da enzima PAL no intuito derdahar a fragao ativa. Em

seguida, os extratos resultantes da reacdo enzamfdram analisados via
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HPLC/UV-MS sob as mesmas condi¢cOes descritas no3td.9. com o objetivo

de avaliar a producéo do acido cinamico.

3.4.13 - Ensaios enzimaticos quantitativos com a enzima
Fenilalanina amdnia-liase

No intuito de verificar a influéncia do aminoazida producédo da
primeira enzima da rota biossintética dos compostosestudo, o fungo foi
cultivado em meio liquido Czapeck (2% extrato dedrira) na presenca de Phe
(0,5 g.L'") e na auséncia do amino&cido respectivamenteppatarior avaliacio
guantitativa. O cultivo foi realizado de maneirdagsa a 25 °C em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio dévoudtm cada um deles. O
extrato enzimatico foi obtido seguindo o proceditoatescrito no item 3.4.11,
seguido de precipitacdo salina e ensaios de afiwid@ambém descritos
anteriormente.

Em seguida, foram realizados ensaios de atividadando a
producédo e deteccéo de acido cinamico, produtealziio enzimatica. O ensaio
enzimatico foi realizado adicionando-se a um mtatm 250uL de tampao tris-
HCI 25 mM (pH 8,8) e 125uL de extrato enzimatico. A reacdo foi entédo
iniciada com a adicdo de 150 de L-fenilalanina (10 mM) e incubada a 45
sob agitacdo. Apos 3 horas a reacéo foi finalizada a adicdo de 24 de HCI
(6M). A solucéao foi agitada e centrifugada a 13.98® por dois minutos e o
sobrenadante submetido a analise por HPLC/UV.

Utilizou-se nas andlises uma coluna cromatografica
PHENOMENEX LUNA Phenyl-hexyl (fase reversa) 250 6 4nm (5u) e
utilizou-se o modo de eluicdo isocratico na pro@orde 65:35 MeOH, agua,
ambos suplementados com 0,1% de acido trifluoacdiiFA). Prepararam-se
também brancos (triplicata) utilizando-se someng&xiato enzimatico sem a
adicdo do substrato, para controle da analise.r@xbs foram submetidos aos
mesmos tratamentos das reacdes completas.
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3.4.14 - Cultivo do fungo P. brasilianum em diferentes meios
de cultivo visando a otimizacéo da producao da ermaa PAL

O fungo foi cultivado em quatro diferentes meics alltura e
posteriormente a producéo de PAL pode ser quaaddi@ partir da producédo do
acido cinamico produzido a partir do aminoacido Rbg ensaios de atividade
com a enzima estudada. Os quatro meios de cu#stadbs séo destacados na

tabela 3.15 abaixo.

TABELA 3.15 - Composicao dos meios de cultura zailios no experimento

Meio de cultura Composicéao
Meio BD Batata 200 g, Dextrose 40 g, 1 kH
Meio Czapeck 2% extrato de levedura Descrito naléab.4

Extrato de malte 10 g, extrato de

Meio Malte
levedural gephelg, 1LEG
Extrato de Beef 10 g, Extrato de
_ levedura 10 g, Phe 5 g, KPIO, 1.0 g,
Meio Beef

KHPO, 3.0 g e MgS®@0.5g em 1L
H,O

Depois de preparados, o0s experimentos foram dewdte
esterilizados em autoclave durante 15 minutos peestura de 121 °C e 1 atm
de pressdo. Em seguida, pequenos fragmentos doBbBéiaccontendo micélio e
esporos do micro-organismo em estudo foram tradsteassepticamente para
os frascos. O crescimento do fungo se deu dura@sedias sob 120rpm de
agitacdo. Em seguida, preparou-se o0 extrato enegwnaseguindo o

procedimento descrito no item 3.4.11. Em todos xge@mentos a massa
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micelial de partida para a obtencdo do extratoneditzco foi a mesma (209)
para posterior comparacao quantitativa da proddeaBAL. Os extratos foram
submetidos a precipitagcdo com sulfato de amoénifocoe item 3.4.12 e foram
realizados ensaios de atividade para as fracbadasbem triplicata (item
3.4.13). O produto da reacdo enzimatica foi andtigaor HPLC/UV conforme
descrito no item 3.4.13 e a partir das areas abpidde-se determinar o meio de

cultura com maior influéncia na producao da enameaestudo.

3.4.15 - Otimizacao das condicOes de incubacdo da reacao
enzimatica de PAL

Os parametros avaliados nas reacfes foram tem@er@8, 50 e
60 °C), pH (7,8, 8,8 e 10,2) e tempo de incuba@do 86, 48, 60, 72, 84, 96,
108 e 120 h). As reacdes foram realizadas emdaialiem microtubos conforme
descrito no item 3.4.13 avaliando inicialmente ogH temperatura e, uma vez
otimizados, o tempo de incubacéo.

A producéo de acido cinamico foi monitorada atsaglé analises
por HPLC/UV (item 3.4.13) e, a partir das areasadas nos cromatogramas,
pode-se determinar os melhores parametros de iggob&@s dados foram

avaliados no software estatistica pela Prof. Dradréia Morandim-Giannetti.

3.4.16 - Purificacdo da enzima PAL produzida pelo fungoP.
brasilianum

Com base em dados da literatura com relacdo dicagio da
enzima fenilalanina amonia-liase a partir de outcedes desta proteina, dois
protocolos de purificacdo protéica foram realizaglgdo descritos a seguir.

Inicialmente, o precipitado com 55% de satura¢#@o através da
adicdo de sulfato de ambnio ao extrato enzimatitem( 3.4.12) foi

ressuspendido em 3 mL de tampéo tris-HCI pH 8.8ssalinizado com auxilio
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de uma membrana de dialise. Em seguida, este @xtoatsubmetido a
cromatografia de troca ionica. A coluna utilizadadma anidnica DEAE FF 1
mL e utilizou-se como fase moével tampéo tris-HCh289 pH 8.8 na bomba A e
tampao tris-HCI 25 mM pH 8.8 com 1 M NaCl na borBbeom gradiente linear
de sal em 20 volumes de coluna (cv) e uma vazaontlemin™.

As fracOes desta etapa foram submetidas a testtividade e a
eletroforese SDS-PAGE 15% para localizar as fragbeisjuecidas na proteina
estudada e verificar a eficiéncia do processo. éguida, as fracdes que foram
ativas para a enzima PAL foram reunidas, conceam$ratb centricom® e
dessalinizadas em membrana de dialise contra tatripd4Cl pH 8.8 com 1 M
(NH4),SOy. Posteriormente, a fracdo obtida da cromatogdsitroca idnica foi
submetida a cromatografia de hidrofobicidade (HIQjlizou-se uma coluna
Phenyl FF (low sub) 1 mL e como fase mével tamp&eHCl 25 mM pH 8.8
com 1 M (NH4)SO, na bomba A e tampéo tris-HCI 25mM pH 8.8 na bomba B
com gradiente linear em 20 cv e vazdo de 1 ml'miks fracdes foram
novamente submetidas a testes de atividade efelese SDS-PAGE.

No protocolo 2 de purificacdo, inicialmente, egpitado com 55%
de saturacéo foi dessalinizado em membrana dealiétintra tampéao tris-HCI
50 mM pH 8.8 e submetido a cromatografia de exolusélecular. Neste caso,
utilizou-se uma coluna Superdex S200 preparativeo@o de elui¢cdo isocratico
com tampao tris-HClI 50 mM pH 8.8 com 0,2 M de Nalma vazao de 0,5
mL.min™. Posteriormente, as fracdes que apresentarardat®vipara a enzima
PAL foram reunidas e concentradas em centricom®essalinizadas em
membrana de dialise.

Em seguida, a fracao obtida foi submetida a crognafia de troca
iOnica, utilizando-se uma coluna DEAE FF 1mL eizmil-se como fase movel
tampao tris-HCI 25 mM pH 8.8 na bomba A e tamp&HICI 25 mM pH 8.8
com 1 M NaCl na bomba B com gradiente linear deesal40 volumes de

coluna (cv) e uma vazdo de 1mL.fhin
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3.4.17 - Digestdo da enzima purificada com tripsina e
identificac&o por espectrometria de massas

A banda de interesse obtida no gel de poliaciidanfoi recortada
com auxilio de uma lamina de bisturi em capelaldeoflaminar para evitar
contaminacgoes e colocada em um micro-tubo. O passierior foi a lavagem
do gel com o objetivo de remover o comassie e 0 B&3 as analises por
espectrometria de massas. A lavagem se deu adidort#ulL de uma solugao
50 mM de bicarbonato de aménio e posterior incubactemperatura ambiente
por 5 minutos (Passo 1). Apos este periodo, a &olfa; removida e descartada.
Em seguida, adicionaram-se jpl0 de ACN ao gel e a incubacdo também se deu
por aproximadamente 5 minutos (Passo 2). Os pdsea? foram repetidos até
gue o gel ndo apresentasse coloragao azul.

Apoés a remocao do revelador comassie, foranzestds reacdes de
reducao das pontes de dissulfeto de cisteina eeqoaste alquilagdo. Para isso,
foram adicionados 20-50L de uma solugdo 10 mM de DTT (em tampao 50
mM de bicarbonato de amoénio) ao tubo (adicao sirftei para cobrir o gel nos
micro-tubos) e incubado durante 30 minutos a umapéeatura de 37 °C e
rotacdo de 550 rpm em thermomixer. Em seguidareimiovida a solugao de
DTT e adicionado ACN aos pedacos de géis por 5tsniDepois de removida
a acetonitrila, foram adicionados 20-%Q de uma solu¢cdo 55 mM de
iodoacetamida (em tampdo 50 mM de bicarbonato dénin ao tubo e
incubado durante 20 minutos a temperatura ambient& auséncia de luz.
Depois de removida a solucéo de iodoacetamidassopd e 2 foram repetidos.
Adicionaram ACN durante 5 minutos.

A digestéo das proteinas se deu ao adicionamulLQfe tripsina (2
ug de tripsina em tampé&o bicarbonato de amoénioguiamcao por 16 h a 37 °C
no thermomixer. Em seguida, os géis foram lavados acetonitrila duas vezes

consecutivas, concentrados e analisados por espmttra de massas. As
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analises foram realizadas no laboratorio do ProfFBbio Gozzo no Instituto de
Quimica- UNICAMP.

3.4.18 - Avaliacdo da especificidade da enzima PAL frenta
administracao de diferentes substratos

Verificou-se a especificidade da enzima estuda@aeés da adicdo
de diferentes substratos a reacdo enzimatica. €2sosnde atividade seguiram o
procedimento descrito no item 3.4.13 e os substrééstados sao listados
abaixo:

%+ L-tirosina
% 4-bromo-fenilalanina
%+ 4-cloro-fenilalanina

Apbs 2 horas a reacdo foi finalizada com a adigga5ul de HCI
(6 M). A solucéao foi agitada e centrifugada a 18.60m por um minuto. Este
experimento foi realizado em triplicata e os produda reacéo foram analisados
por HPLC/UV-MS conforme descrito no item 3.4.20.

3.4.19 - Cultivo do fungo P. brasilianum em meio liquido
suplementado com aminoacidos halogenados

No intuito de avaliar a adicdo de aminoacidos dgeados no
metabolismo do fung®. brasilianum assim como uma tentativa de producao
de metabdlitos secundarios halogenados via o camdohk fenilpropandides, o
micro-organismoP. brasilianum foi cultivado em meio de cultura liquido
Czapeck, descrito anteriormente , com a adicdosdend em trés frascos de
Erlenmeyer (250 mL) de cada um dos aminoacidosgkakdos: 4-bromo-
fenilalanina; 4-cloro-fenilalanina e 4-fluor-ferldaina. Trés frascos foram
mantidos como controle do metabolismo do fungo e riquido Czapeck. Os

diferentes meios de cultura foram esterilizadosaatclave durante 15 minutos
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a 121 °C e 1 atm de presséo. Apos esterilizacdmeiss foram inoculados de
forma asséptica com 100 da suspenséo de esporos conforme procedimento
descrito no item 3.4.1.

O fungo foi cultivado de forma estatica durante &8s e em
seguida, filtrado a vacuo. Ao filtrado, foram aditados 30 mL de AcOEt para
realizacdo da particdo liquido-liquido. O micélm éxtraido com 50 mL de
EtOH e o extrato posteriormente concentrado enevatzorador.

O experimento descrito teve seu procedimento ickpesob
agitacdo de 120 rpm com 0s mesmos aminoacidos dradgs para posterior
comparacao dos extratos e do metabolismo do migaasmo.

Os extratos do fung®. brasilianumreferentes ao experimento
descrito foram analisados por HPLC/UV-MS e HPLC/MN/MS assim como
descrito no item 3.4.20 abaixo.

3.4.20 - Andlises por HPLC/UV-MS dos extratos referentes @
cultivo do fungo P. brasilianum em meio liquido suplementado
com aminoacidos halogenados

Para a realizacdo das andlises via HPLC/UV-MS ekisatos
referentes ao cultivo do fung®. brasilianumem meio liquido suplementado
com diferentes aminoacidos halogenados foi utiizanna coluna de fase
reversa, PHENOMENEX Synergi Fusion 250 x 4.6 mmu(8e diametro de
poro) e como fase mével um gradiente entre agu@@HWlambos com a adicao
de 0,1% de TFA (&cido trifluoracético). O métodstaelo teve uma variacédo do
gradiente da seguinte forma:

Métoda 0-15 min 30-70% MeOH; 15-30 min 70-90% MeOH; 3D4#in 90-
100% MeOH

A fase mével foi filtrada e degaseificada por Z2@utos em banho

de ultra-som antes de ser utilizada. A vazdo folmd.min* e utilizou-se um
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divisor de fluxo nas andlises, sendo o volume airexo ao espectrometro de
massas 30% do volume total. O volume injetado #®i3fuL no método
utilizado e o solvente utilizado para dissolucas @atratos foi metanol. As
condicdes de ionizacdo por ESI no modo positivmdizacéo estao descritas na
Tabela 3.16.

TABELA 3.16 - Condicdes do espectrometro de magaes (ESI+).

Temperatura da fonté&Q) 30
Temperatura do prob&Q) 300
Capilar (kV) 3.3
Cone (V) 20
Extrator (V) 5
Lentes RF (V) 0.66
3.4.21 - Avaliacdo de sais inorganicos na busca de inibides

enzimaticos da atividade da enzima PAL

Buscou-se possiveis inibidores da enzima Fenitsaamonia-liase
através da adicdo de diferentes sais inorganicaximato enzimatico, seguido
de ensaios de atividade quantitativos para detamairporcentagem de inibic&o
apresentada por cada um dos compostos testados.

Inicialmente, o fungo foi cultivado em meio ligaidCzapeck
enriquecido com 2% de extrato de levedura duraésedias sob agitacao de 120
rom. Em seguida, realizou-se a extracdo enziméitieen 3.4.11), seguido de
precipitacdo salina (item 3.4.12). O precipitadoncb5% de saturacéo foi
ressuspendido em tampao tris-HCI pH 8.8 e deszatini em membrana de
didlise. Em seguida, os ensaios de atividade cd®laforam realizados em
triplicata adicionando-se a um microtubo 280 de tampé&o Tris-HCI pH 8.8,
125 uL de solucdo enzimética e 150 de solucdo de diferentes possiveis
inibidores enzimaticos na concentragcdo de 1 mM (MdI, FeCk CaCl
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CuCl, CoCh). A reacéo foi iniciada com a adicdo de 1B0do aminoacido
Phe. Foi realizado um controle sem a adicao deumenhibidor. Neste caso,
adicionaram-se 150L de tamp&o a reacdo. A reacao foi terminada def®i
h através da adicdo de gb de HCI 6 M.

A porcentagem de inibicdo apresentada para cada dom
compostos testados como inibidores da enzima PAlavaliada a partir da
guantificacdo do produto da reacdo enzimatica, idoacinamico, que foi

avaliado através de analises por HPLC/UV conforasedtas no item 3.4.13.

3.4.22 - Estudo da adicéo de inibidores enzimaticas vivo

O estudoin vivo da adicdo de inibidores enzimaticos da enzima

PAL foi avaliado no sentido de verificar comportamee da producédo das
brasiliamidas pelo fung®. brasilianumem condicGes de inibicdo enziméatica.
Dessa maneira, o fungo foi cultivado em meio liqu@kapeck com a adi¢do de
CuCb na concentracao final de 1 mM ao meio de cultivo teiplicata de
maneira estatica durante 18 dias. Trés frascosnfenantidos como controle
sem a adicao deste sal para posterior avaliacaotitfiiza da producao de
brasiliamidas. Em seguida, as extracoes foramzesds como descrito no item
3.4.3 e analisadas por HPLC-MS com condi¢cOes odidaig e descritas no item

3.4.4 anterior.

3.4.23 - Extracdo de DNA gendmico de hifas dB. brasilianum

Foram inoculados I0esporos do fungo em 50 mL de meio
Czapeck por 72 horas a 25 °C a 200 rpm de agi&gaom frasco Erlenmeyer
de 250 mL. O material foi transferido para um taleo50 mL e centrifugado a
4000rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi destarte o pellet
imediatamente congelado em nitrogénio liquido eaaemado a -80 °C até o

momento do uso. O conteudo congelado foi transfepdra um almofariz
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contendo nitrogénio liquido e pulverizado com dilpisEm seguida, 100 mg do
p6 foram rapidamente transferidos para um micro-tobntendo 400 pL de
tampao de extracdo (Tabela 3.2). Adicionaram-se 400 de solucéo
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e tmi-se em misturador do tipo
vortex por dez minutos. Em seguida, centrifugow-$ebo a 12000 rpm por 10
minutos e transferiu-se a fase aquosa para um tulb Adicionaram-se 300
uL de cloroférmio, e o passo da centrifugacéo épietido. A fase aquosa foi
transferida para um novo tubo e a ela foram adadoa 300 pL de isopropanol.
Apo6s ser misturado por inversao, o tubo foi incubeidco minutos em freezer -
80 °C. Centrifugou-se o material a 13000 rpm p@tiuminutos e descartou-se
0 sobrenadante. Ao “pellet” foram adicionados 3Q0de etanol 70%, sendo
seguido de centrifugacdo a 13000 g por um minutosoDrenadante foi
descartado e, apds secagem, o precipitado foiggssdido em 30 puL de agua
Milli Q.

3.4.24 - Amplificacdo de parte do gene PAL utilizandgrimers
degenerados

Baseado em analises de alinhamentos das sequéaci®teina
PAL de organismos similaresPa brasilianum(P. marneffeie P. chrysogenuin
realizados no softwar€lustalW2 (Multiple sequence alignméntfoi possivel
realizar o desenho de oligonucleotideos degenerdds®ado em regides
conservadas do gene com o intuito de amplificagdoparte do gene que
codifica a enzima PAL. Foram desenhados gammerssense baseados em duas
diferentes regides conservadas do gene gtmersanti-sense. Seis diferentes
reacoes de polimerase em cadeia (PCR) foram testddacombinacdes de
primersutilizadas nas reacfes de PCR foram Fwl x Revl,; ¥®Rev2; Fwl x
Rev3; Fw2 x Revl; Fw2 x Rev2; Fw2 x Rev3.

Nas reacoes de PCR para amplificacdo do gendacambf da PAL
foram utilizados DNA molde 30 ng.™, 0,5 pM de cadaprimer
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(oligonucleotideo), 25 pL de PhusfoMaster Mix contendo 0,04 U/uL de
enzima PhusidhDNA Polymerase (New England Biolabs), tamp&o dede
1x (Tris-HCI 100 mM pH 8,5, (NEJ.SQ;) ), 400 uM de dNTPs , e 3% DMSO;
foi adicionado ainda agua para completar um vola®es0pul. As reacdes
foram realizadas em um termociclador Applied Bitsys GeneAmp PCR
system 9700 programado conforme a Tabela 3.17psgunel a segunda, terceira

e quarta etapa se repetem 30 vezes em ciclo.

TABELA 3.17 - Programa do termociclador nas reagiePCR do geneAL.

Etapa Temperatura Tempo
12 — Inicio 98 °C 3 minutos
28 — Desnaturacao 98 °C 30 segundos
32 — Anelamento 55°C 30 segundos
42 — Extensao 72 °C 30 segundos
52 — Finalizagao 72 °C 5 minutos

Em seguida, com o objetivo de verificar a ampi&o de
fragmentos das reacOes de PCR, efetuou-se um gajatese 1% corado com
Brometo de Etidio 0,2 mg.niLdeixado correr por uma hora a 100 V. O gel foi
revelado em transiluminador UV.

Os produtos das amplificagcbes foram purificadosn co kit
MinElute® Qiagen, segundo especificacdes do fabricante.

3.4.25 - Sequenciamento dos amplicons

Os produtos obtidos pela reacdo de PCR anteroyant
sequenciados em um sequenciador Applied Biosysia@8xl DNA Analyser,

utilizando a técnica dos dideoxinucleotideos, derd com a metodologia

53



descrita por SANGER (1997), utilizando os mesnposners utilizados na
reacao de PCR.

3.4.26 - Sequenciamento do genoma do fund® brasilianum

O DNA do fungoP. brasilianumutilizado no sequenciamento foi
obtido conforme procedimento descrito no item 34apterior. O genoma do
micro-organismo em estudo foi sequenciado em parcar unidade de
sequenciamento do Departamento de Bioquimica deetsnlade de Cambridge
no Reino Unido, utilizando para isso a platafor®@alexada lllumina. A
construcdo da uma biblioteca de DNA genémico seaben o auxilio do kit
lllumina library Nexterd' DNA. Posteriormente, o genoma foi novamente
sequenciado utilizando a plataforrd&4 FLX da Roche. Os dados obtidos a
partir de ambos os sequenciamentos foram submetidesemblyem parceria

com a pesquisadora Louise Cerdeira Teixeira dautst-leury - Sdo Paulo.

3.4.27 - Extracao de RNA totais

A principal preocupacdo na extracdo de RNA coasis sua
degradacédo por ribonucleases (RNAses), que saanasziextremamente
resistentes a varios tratamentos, inclusive témnjfarvura, autoclavagem, etc.).
Para diminuir a contaminacdo com RNAses nas sadicégquipamentos,
vidrarias e reagentes é recomendavel trata-los aotoclavagem e DEPC
(dietilpirocarbonato), que € um forte inibidor deAses.

Para o preparo de todas as solucdes necessdlizsutte agua
livre de RNAse (tratada com 0,05% de DEPC, um daibide RNAses). Todos
0s materiais utilizados para a extracdao e manipalale RNA foram tratados
por 1 hora em solucdo 0,01% de SDS; seguido degéexde todo o material em
agua destilada. Em seguida, todo o material fotadk imersoovernightem
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solucédo 0,05% de DEPC (v/v). Retirou-se todo o natda solucéo de DEPC,
sem enxaguar, e autoclavou-se por 20 minutos @20

O RNA total foi obtido a partir de uma cultura fimgo, crescida
por 3 dias em meio de cultura liquido indutor Cz&psuplementado com
0,5¢g/L do aminoécido L-fenilalanina, estéril e smjitacdo de 150 rpm a 26.
Aproximadamente 120-130 mg do micélio foram coletagdm fluxo laminar
previamente preparado. Em seguida, macerados eagémnio liquido com o
auxilio de almofariz e pistilo. A partir disso, @u-se o procedimento de
extracdo de RNA totais utilizando-se o kit RNea®nPMini Kit seguindo as
especificagoes do fabricante. O RNA obtido no filhkalexperimento foi entao

dissolvido em 30L de agua livre de RNAse.

3.4.28 - Estimativa da quantidade e qualidade dos RNAs tais

A quantidade das amostras de RNA total foi avaliatilizando-se
1 upuL de amostra por espectrofotometria, utilizando-se aparelho

espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop®).
3.4.29 - Construcdo do cDNA

A construcao do cDNA que codifica a enzima PAL realizada
com auxilio do kit cDNA synthesis da Roche seguirado instrucdes do
fabricante.

Uma vez obtido o cDNA, este foi amplificado expocialmente
utilizando PCR. Os oligonucleotideos utilizados taesmplificacdo do gene
PAL, por reacao de polimerase em cadeia (PCR)mfalesenhados com base
no genegpal obtido nas informacgdes obtidas do sequenciamentggedoma e de
acordo com o vetor a ser utilizado na posterigpaetde clonagem. Em todos os
casos, as enzimas de restricdo utilizadas f@am HI(G|GATCC) e Hind Il (
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A|AGCTT) inseridas noprimersutilizados descritos no item 3.2 para posterior
ligacao nos vetores descritos.

As reacoes de PCR foram realizadas de acordo ciwemo3.4.24
descrito anteriormente. As reacOes foram realizagtas um termociclador
Applied Biosystems GeneAripPCR system 9700 programado conforme a
Tabela 3.18, sendo que a segunda, terceira e ptapga se repetem 30 vezes
em ciclo. A etapa de anelamento foi realizada coadignte de temperatura
conforme descrito na tabela 3.18.

TABELA 3.18 - Programa do termociclador nas reagieePCR do geneAL.

Etapa Temperatura Tempo
12 — Inicio 98 °C 3 minutos
28 — Desnaturacao 98 °C 30 segundos

32— Anelamento 72 °C-0,2°C 30 segundos
42 — Extensao 72 °C 30 segundos

52 — Finalizagao 72 °C 5 minutos

Em seguida, com o objetivo de verificar a ampif@ de
fragmentos do gene da PAL, efetuou-se um gel deosgal% corado com
Brometo de Etidio 0,2 mg.niLdeixado correr por uma hora a 100 v. O gel foi
revelado em transiluminador UV.

Os produtos das amplificacbes foram purificadosn co Kit

MinElute® Qiagen, segundo especificacdes do fabricante.
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3.4.30 - Ligacdo do gene da PAL nos vetores de expressao
pPET28a(+); pET24 e pETSUMO

O DNA codificador da enzima fenilalanina amoOnesé foi
digerido para que pudesse ser inserido diretanmarsglasmideos de expresséo
PET28a, pET24(+) e pPETSUMO. Nesta reacao utilizegasnpao 4 (50 mM de
Acetato de Potassio, 20 mM Tris-Acetato, 10mM Atetde Magnésio, 1 mM
de ditiotreitol, pH 7.9), e 10U das enzimas Bie@m HI-HF e Hind Il para
digestao de aproximadamente deg3de DNA.

Os fragmentos de DNA clivados da PAL foram recages em gel
de agarose 1% e purificados com Kit.

Antes da ligacéo, os vetores pET28a, pET24(-B ESUMO foram
digeridos pelo mesmo procedimento utilizado na sié@e do gene da PAL.
Apoés a digestdo, a reacado foi aplicada em um gedgdeose 1% e a banda
referente ao vetor clivado foi recuperada com oilimuxio kit MinEluté®
Qiagen.

Na ligacdo do gene da PAL ao vetor de expressiandgo o
plasmideo desejado foram utilizados 5 U da enzinda ONA Ligase
(Fermentas) e tampé&o de reacéo contendo Tris-HTCh#8 pH 7.6, MgCJ 50
mM, ATP 5 mM, DTT 5 mM e 25% (m/v) polietileno glie8000. As reacoes
de ligacao foram mantidas a 16°C por 24 horas.opgncao vetor: inserto foi
de 5:1 em todas as reacoes.

ApoOs a ligacdo, fez-se a transformacdo em céldag. coli
DH10B e os recombinantes foram selecionados por RCeblonia, utilizando-
se os mesmos oligonucleotideos da amplificacdocd\8nias recombinantes
foram crescidas em meio de cultura LB (Luria Bajtapor 16 horas e os
plasmideos contendo o gene da PAL foram purificados kit E.Z.N.A plasmid

purification kit, Omega.
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O mesmo procedimento foi realizado na clonagemgeaihe da PAL
no vetor pET24(+) que expressa a proteina com wmdacpoli-his C-terminal,
utilizando para isso os oligonucleotideos deschitostem 3.2. Finalmente, a
clonagem do gene da PAL no vetor pET24(+) parapaessao da enzima sem
fusdo se deu através da amplificacdo do gene eesse com 0s primers sense
PAL _Fw_ pet24 Ctag e antisense PAL_Rev_ pet28Njag, apresenta codon
terminador no primer anti-sense utilizado na angalifao do gene.

3.4.31 - Expressao e purificacdo da PAL ent. coli utilizando
células da linhagem BL21 (DE3) e C41

Os plasmideos contendo o0 gene de interesse meyeET28a,
PET24(+) e pETSUMO recombinantes selecionados,nfotdilizados para
transformar células ddé=. coli das linhagens C41 e BL21 pelo mesmo
procedimento utilizado para transformacdo em celdélinhagem DH10B.

Em 10 mL de cultura LB liquido (Luria Bertanipi frealizado um
pré-indculo de uma colbnia da placa de agar conglagas transformadas. Esta
cultura foi mantida a 37 °C sob agitacdo de 200. ipos 16 horas, diluiu-se
uma aliquota de 9 mL do pré-inéculo em 1000 mL @é&smo meio contendo o
antibiético kanamicina (50 mg.™) no caso dos plasmideos pET28a e
pET24(+) e Carbenicilina (100 md.™") no caso dos plasmideos pETSUMO
selecionados. Ambas as culturas foram mantidas @330b agitacdo de 200
rpm até atingir a densidade optica de 0,6 a 600ymamdo entdo, foi adicionado
a este meio IPTG (IsoprogHD-tiogalactopiranosideo) para uma concentracéo
final de 400 mM, que foi mantido por mais 16 ha&b °C sob agitacdo de 200
rpm. Outras tentativas de inducdo foram realizadidigando uma temperatura
de 15 °C. As células foram entdo centrifugadaso® 40m por 15 minutos.

A massa de células bacteriana foi ressuspendid®® mL de
tampaode sonicacao (NaCl 500 mM, Tris-HCI 20 mM, Imidaz® mM, pH

7,5) e sonicados em um sonicador Sonic Dismembratwdel 500 (Fischer
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Scientific) em amplitude 20 mA. Durante 5 minutgscalulas foram sonicadas
por 10 segundos, com intervalos de 10 segundos eatta pulso. As fragcoes
soltveis e insolliveis do produto lisado foram sagas por centrifugacéo
durante 30 minutos a velocidade de 14000 rpm e deatyra de 4 °C. As
amostras obtidas foram analisadas em SDS-PAGE (h#sos tampbes de
sonicacao foram testados com a adicéo de diferagtges redutores (5 mpA
mercaptoetanol; 1 mM TCEP; 5 mM TCEP; 1 mM TCEP he)Pe seguiram
mesmo procedimento de sonicacao e obtencdo ddaeegteico.

Apés a analise de solubilidade das proteinas, obsesadantes
foram purificados por cromatografia de afinidade ema coluna contendo
resina de niquel Ni-NTA superflow (Qiagen). Priraenente a coluna foi lavada
com 10 volumes de agua, sendo cada volume equigadeh mL e equilibrada
com 5 volumes de tampéo de sonicacdo. O sobremafbauaidicionado a coluna
e recolhido (eluato). Em seguida, foram aplicadosvdlumes de tampao de
sonicacao e a fracao recolhida foi denomidada®luafpos esse processo, foi
adicionado o tampao de sonicacédo acrescido comentacdes crescentes de
imidazol: 40 mM, 80 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM, 26@M e 500 mM.
Cada solucao de tampé&o contendo imidazol foi agdickuas vezes (cada uma
com um volume de 1 mL) e as aliquotas foram redathiAs fracdes obtidas na
purificacao foram analisadas em SDS-PAGE 15%.

As fracdes contendo a proteina purificada comri®d) 150 mM e
200 mM de imidazol foram reunidas, concentradasmazenadas em tampao 20
mM Tris pH 8.8 e a troca de tampéao se deu com diawe um concentrador

de amostras. Apés a purificacdo, as proteinasasbtaram armazenadas a 4 °C.
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3.4.32 - Cromatografia por exclusdo molecular

A enzima PAL recombinante purificada foi submetica
cromatografia de exclusdo molecular no intuito eelsterminar o tamanho da
proteina e consequentemente o estado oligomérionelsma. Neste caso,
utilizou-se uma coluna Superdex S200 preparativen@o de eluicdo isocratico
com tampao tris-HClI 50 mM pH 8.8 com 0,2 M de NaGma vazao de 0,5
mL.min™. A partir da construcdo de uma curva de calibrazg@io diferentes
padrdes de proteinas com tamanhos moleculare®uliés; pode-se determinar

o0 tamanho da enzima em estudo.

3.4.33 - Purificagao alternativa da enzima PAL sem imidazb

Os precipitados bacterianos obtidos a partingiaessao da enzima
PAL em BL 21(DE3) foram ressuspendidos em 25 mitadep&dode sonicacao
otimizado (Tampao Tris 25 mM, pH 8.8; EDTA 1 mMgaeose 250 mM; DTT
15 mM, PVPP 4% e ascorbato de sédio 40 mM, pH &.8pnicados em um
sonicador Sonic Dismembrator model 500 (Fischeer8ific) em amplitude 20
mA. Durante 5 minutos as células foram sonicadas 1o segundos, com
intervalos de 10 segundos entre cada pulso. A8dgagollveis e insoluveis do
produto lisado foram separadas por centrifugacamante 30 minutos a
velocidade de 9150 rpm e temperatura de 4 °C. Asstias obtidas foram
analisadas em SDS-PAGE 15%.

O sobrenadante foi adicionado a resina de niqueNT®
superflow (Qiagen) depois de ter sido equilibraden & volumes de tampéo
Tris 25 mM pH 8.8 Em seguida, foram aplicados 1imes de tampao com o
intuito de lavagem das proteinas que nao apresentarteracdo com a resina.
Neste momento, adicionaram-se 500 pL de SUMO metéh mg de SUMO

protease para cada 50 mg de fusao). A reacaoesalestpor aproximadamente
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16 horas a 4 °C, e a enzima recombinante sem fos@msteriormente eluida
com tampé&o (50 mM Tris, pH 8.8). As fracdes obtidaspurificagdo foram
analisadas em SDS-PAGE 15%.

Outra metodologia de purificacdo sem a utilizagéayradiente de
imidazol foi a purificacao utilizando gradiente pld. Neste sentido, repetiu-se
todo o procedimento descrito anteriormente, e amenzZPAL foi eluida
utilizando-se tampé&o Tris 25 mM pH 4.0. A fracdontemdo a proteina
purificada foi, concentrada e armazenada em targpamM Tris pH 8.8 e a
troca de tampéo se deu com o auxilio de um coradortide amostras. Apos a

purificacdo, as proteinas obtidas foram armazenaddC.

3.4.34 - Otimizacdo das condi¢cdes de incubacao da reacao
enzimatica

Para determinacdo do pH 6timo na reacdo, a enZwh
recombinante foi incubada em tampéao Tris 25 mM chierentes valores de
pH: pH 8.0, 8.8 e 9.5 a 45 °C e o tempo de incubd&géavaliado no mesmo
experimento em funcdo do pH estudado. Para cadatestado de pH variou-se
o tempo de incubag&o em 30 minutos, 1; 3; 6 e 26 meacOes foram avaliadas
com relacdo a producdo de acido cinamico por HPECadordo com as
condicdes especificadas no item 3.4.13.

A enzima em estudo também foi ensaiada em tampéo
correspondente ao seu pH 6timo em diferentes teryas (40, 45, 50 e 55 °C)
visando a obtencéo da temperatura 6tima da PAL.

3.4.35 - Estudos de cinetica enzimatica

A enzima PAL recombinante foi ensaiada a padimucha solucao
do aminoacido Phe. Os valores de concentracdo dep®ta a PAL extraida

foram: 0.5, 1, 2, 5, 10, 25 e 50 mmot.lUtilizaram-se quantidades de @l0de
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PAL (0,5 mg.mL") para uma solucéo final de 0,5 mL, completados @mp&o
Tris (25 mmol.L* pH 8.8) e a reacdo teve duracéo de 3 h na ternpeméiima
de 45°C. Os valores das constantes aparentes de Micihéetisen (Km) e da
velocidade maxima (V) foram calculadas a partir da velocidade inicial d

cada ensaio utilizando-se o gréafico de LineweauakB

3.4.36 - Avaliacao da atividade da enzima PAL produzida po
diferentes espécies de fungos

Diferentes fungos do génelRenicillium, Aspergilluse uma espécie
de fungo do géneriylaria foram estudados no sentido de se avaliar a produca
da enzima Fenilalanina amoénia-liase por estesahifes micro-organismos.

Os micro-organismos testados no experimento séalbs abaixo e
estdo todos depositados na micoteca do LaBioMM@a@ 1sa sua maioria,
endofiticos. Inicialmente, reativaram-se 0s micrganismos em meio BDA
durante sete dias e posteriormente, os fungos itksséoram cultivados em
meio liquido Czapeck enriquecido com 2% de levedotaagitacdo de 120 rpm
durante cinco dias. Apoés filtracdo, foram adiciam®a80mL de tampao tris-HCI
25 mM pH 8.8 ao micélio de cada um dos fungosvadis.

Micro-organismos testados no experimento:

« Xyllaria sp.

e P. citrinum

* P. herquei

e P simplississimum

* P.chrysogenum

* Penicilliumsp(LaBioMMi 222)
e Penicilliumsp.(LaBioMMi 223)
» Aspergillus flavus

» Aspergillus aculeatus
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A reacdo enzimatica com as células dos diferemtésro-
organismos em tampao foi posteriormente realizad&ionando-se L-
fenilalanina 2,5 mM. Apés 10 minutos, a reacaatdominada com a adicéo de
HCI 0,5 M e em seguida, o acido cinamico foi extbatomo consequéncia da
particdo liquido-liquido com 30 mL de AcOEt. Tr@asicos foram mantidos
como controle para posterior comparacdo com ogatestreferentes as reacoes
enzimaticas.

A avaliacdo da atividade da PAL através da proaluwdd acido
cindmico a partir do aminoacido L-fenilalanina fealizada através de analises

por HPLC/UV-MS, que possuem as condi¢des descerdgakem 3.4.9.

3.4.37 - Adicdo de [2*°C] L-fenilalanina as células deP.
brasilianum visando o estudo dos intermediarios biossintéticatas
brasiliamidas

Inicialmente, o micro-organismB. brasilianumfoi cultivado em
meio de cultura liquido Czapeck (descrito na taBeda enriquecido com 2% de
extrato de levedura de maneira estéatica a 25 °@nhthicinco dias. Em seguida,
filtraram-se a vacuo os frascos e adicionaram-smb@e tampéao tris-HCI (25
mM) pH 8.8 ao micélio. A suspensdo de células doravdrganismo foram
adicionados 50 mL de [ZC] L-fenilalanina (2,5 mM) e deixou-se reagindo sob
agitacao de 120 rpm. Em seguida, a reacao foi e depois de 2 h e 12 h
adicionando-se HCI| 6 M aos frascos. A extracaoptesursores foi realizada a
partir da adicdo de AcOEt e consequente partigiodid-liquido. A formacéo
do acido cindmico e os outros intermediarios bimsticos das amidas foram

analisados por HPLC/UV-MS conforme descrito no ifem38 abaixo.
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3.4.38 - Andlises por HRMS dos experimentos relacionados a
biossintese das brasiliamidas

Para as analises dos extratos obtidos no itenl373via HRMS
(LTQ orbitrap Velos, ESI) foi utilizada uma coluda fase reversa, WATERS
X-Terra ODS3.0 x 30 mm (3,5 de didmetro de poro) e como fase movel um
gradiente entre acetonitrila e dgua ambos suplemestcom 0,1% acido
férmico. O método testado teve uma variacdo degrslde eluicdo de 5-100%
durante 8 minutos. A vazao utilizada foi de 0,4mh:lno volume injetado foi
de 10uL no método utilizado e o solvente utilizado passodlucdo dos extratos
foi MeOH.

3.4.39 - Avaliacdo da producédo de brasiliamidas quando o
fungo P. brasilianum € submetido a fatores de estresse

Os fatores de estresse aos quais o fuRgobrasilianum foi
submetido no experimento foram exposicéo diarifudgo a luz UV (Fator 1);
estresse mecanico (Fator 2); auséncia de idfismBeultivo (Fator 3) e de ions
PO, (Fator 4), todos os fatores de estresse testadogegirtados como
estimulos a producédo de fenilpropanoides descptwa plantas (RITTER &
SCHULZ, 2004). Nos experimentos 1 e 2, o fungactdiivado em meio sélido
Czapeck conforme descrito na tabela 3.4. No casexgerimento 1, o micro-
organismo foi submetido a raios UV diarios (5mirsutie exposicao) durante 15
dias. No experimento 2, o fungo foi submetido astames cortes mecanicos e
cultivado também por 15 dias. Ja nos experimentestd fungo foi cultivado
em meio de cultura sélido Czapeck na auséncia dos Fé" e PQ*
respectivamente, nos diferentes experimentos tEstadhdos 0s experimentos
foram realizados em triplicatas e o fungo foi atio sob condicbes padroes e

mantido como controle para posteriores comparagdesvel quantitativo.
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Nos diferentes experimentos o funigobrasilianumfoi submetido
a processos de micro-extracdes. Apos o periodorelscimento do micro-
organismo em placa de Petri (15 dias), o halo decanento foi medido e a
placa inteira de cultura contendo o fungo, foi setida a micro-extracao.
Utilizou-se a proporgéo (1:2:3) de metanol: acettcetila: diclorometano para
extracdo das brasiliamidas e posteriormente, oeddot do tubo foi sonicado
por 15minutos e posteriormente filtrado. O filtraflm seco em capela e
ressuspendido em MeOH para a realizacdo das anpliseHPLC/UV-MS. As

condicles de andlise foram as mesmas descritdsm@i4.38.

3.4.40 - Avaliacdo da enzima Fenilalanina amonia-liase nas
folhas deMeélia azedarach

Inicialmente, para realizar 0s experimentos comer&ima
fenilalanina amoénia-liase (PAL), foram utilizadashfas da planta adultdelia
azedarach coletadas no estacionamento do Departamento deni€uida
UFSCar.

A extracdo da enzima PAL foi realizada utilizarso25 mg de
folhas trituradas em Niquido. Posteriormente, foram adicionados 100 aeL
solucao tampao preparada no item 3.4.11 anteriosu#pensado obtida foi
agitada por 10 minutos em banho de gelo. Apds hem&igacdo com tampéao, o
extrato foi filtrado em gaze para tubos Falcon Genfi. mantidos a 4 °C e
centrifugados a 10.000 g por 15 minutos. O sob@madobtido foi submetido a
precipitacdo com sulfato de amonio seguindo o mliagento descrito no item
3.4.12.

Verificou-se a presenca da enzima PAL através rimaies de
atividade (item 3.4.13), e o acido cinamico, prodda reacdo enzimatica foi

posteriormente analisado via HPLC/UV conforme desao item 3.4.13.
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4 - Resultados e Discussao

4.1 - Estudo da incorporacdo de precursores biossintébs no
metabolismo das brasiliamidas

O fungo endofiticd?enicillium brasilianumvém sendo estudado no
laboratério LaBioMMi h& 16 anos e representa umaemnmal fonte de
metabdlitos secundarios bioativos. InUmeros conagofst foram purificados a
partir da fermentacdo deste organismo em meiosiltigacliquidos e solidos e
caracterizados por técnicas espectroscopicas (SANTEZD03). Entre os
metabolitos produzidos, destacam-se meroterpensstididas, potenciais
agentes contra o vetdedes aegypt(FILL et al.,, 2007; FILL et al., 2009),
alcaléides tremorgénicos, como a verruculogeninaeguculogenina-TR2,
caracterizados por serem importantes micotoxinAdlT®S, 2003, FILL et al.,
2012), o policetideo acido dimetilorselinico, pmsow dos meroterpenos, e dois
esterdides, ergosterol e 6,8-peroxido de ergostédd@m destes compostos
foram identificadas amidas bis-fenilpropanoidicas brasiliamidas A-F (Figura
1.6), alvos de estudo do trabalho que parecematedia rota biossintética dos
fenilpropandides (FILL et al., 2010).

A possibilidade de producdo de fenilpropandidésgicos nos
inspirou a realizacdo de estudos biossintéticoknprares os quais indicaram
gue a adicdo do aminoacido L-fenilalanina ao meicultura dd. brasilianum
intensificava a producdo destes metabdlitos cordorwbservado nos
experimentos de deteccao seletiva desses comppstogspectrometria de
massas. Experimentos visando o estudo da cinétecamdtabolismo do
aminoacido L-fenilalanina pelo micro-organisfobrasilianummostraram que
o consumo de Phe é concomitante com a producacadéidmidas, sugerindo
gue este aminoacido esteja intimamente ligado dugémn destes compostos
(FILL et al., 2009). A partir destes resultados,r@a biossintética das
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brasiliamidas produzidas pelo fungobrasilianumfoi avaliada com a adicao de
[2-1°C-Phe]. As anélises dos extratos enriquecidos cominagcido
isotopicamente marcado Vvi&C RMN e HPLC/UV-MS, indicaram a
incorporacdo de duas unidades do aminoacido Lalenina na estrutura das
brasiliamidas (FILL, 2009; FILL et al., 2010) e md&#icaram os carbonos 2 e 2'
enriquecidos com®C. Baseado nas incorporacfes obtidas, FILL ef(28l10)
proposeram uma rota biossintética para a formaedwasksiliamidas baseada na
biossintese de fenilpropandides produzidos portgdannicialmente, formam-se
os intermediarios derivados do acido cinamico stgrmrmente, com excecao
da brasiliamida F 6), todas as estruturas moleculares das amidas bis-
fenilpropanoidicas, tem o carbono carboxilico danaidcido precursor (C-1)
reduzido e aminado (Figura 4.1). Como consequédeig ocorrer a formacao
de cinamaldeidddf a partir da reducdo aminativa, seguido de paasteados
de reducdes e oxidacdes, levando a formacao deirdersnediarios 1-aril-3-
amino-2-propanonalb), que seriam intermediarios chaves na producédo das
brasiliamidasl-5. O acoplamento das duas unidades € esperado do gen
vista da quimica organica (Figura 4.2) para leviaraacao dos compostaso.
Apenas duas posteriores N-acetilacdes seriam ré@@@Espara a formacédo da
brasiliamida A {). Dessa maneira, 0s esquemas apresentados nias figll e
4.2 estdo em completo acordo com os resultadosgados nos experimentos
com o precursor isotopicamente marcado.

A presenca das estruturas parciais 1-aril-3-at2ipoopanonal(6 e
17 na figura 4.2) € rara em metabolitos secundatingi€os. Foi verificado em
uma espécie deAspergillus o acumulo de 1-(4-hidroxifenil)-3-amino-2-
propanona, mas é um dos poucos exemplos encontmaddsratura (BENZ et
al., 1974).
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FIGURA 4.1 -Aminacgao redutiva e isomerizacéo da fenilalaninarnelo ¢
producéo dos precursore-aril-3-amino-2propanona. Os carbon
enriquecidos sao assinalados no esq! (Extraido de FILL et al., 201.
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FIGURA 4.2 -Acoplameito de duas unidades 1-aril-3-amiBgpropanonas
(Extraido de FILL et al., 201.

Com o intuito de estudar quantitativamente a infeagsdo de
producao de brasiliamidas ao adicionar Phe ao deiwultivo, foi proposto ur
experimento para determinacéa porcentagem de incorporacdo do aminoé
em estudo no metabolismestes metabdlitos secundarios. Feste proposito,
o fungoP. brasilianumfoi cultivado em quadruplicata em meio liquido Gzelt
suplementado com o aminoacido Phe. Quatro frasm@snf mantidos com
controle (sem adicéo de Phe ao meio) para postmmparacao quantitativa.

procedimento para este experimento € desno item 3.4.2.
69



Em seguida, os extratos referentes ao expering@ofmsto foram
analisados via HPLC-MS/MS, cujas condi¢cOes foramminddas em estudos
anteriores (FILL, 2009) e s&o descritas em 3.4afla posterior estimativa da
concentracdo da substancia brasiliamida A noseatlifes meios de cultivo e
determinacdo da porcentagem de incorporacdo do oamido nha rota
biossintética das brasiliamidas.

Estudos de quantificacdo de metabdlitos securslgmoduzidos
por micro-organismos sdo dificultados uma vez gudida com uma matriz
viva, gue é modificada durante todo o crescimerdesenvolvimento do micro-
organismo. Dessa maneira, a padronizacdo externarisa interessante nos
estudos visando a estimativa da producdo de lamasila A nos meios
suplementados com o0 aminoacido Phe e nos meiosdosiecbmo controle, sem
a adicdo do mesmo.

Inicialmente, realizaram-se experimentos de ioodyios no modo
positivo de ionizac&do para a substancia padraoliaragla A com relacaan/z
439 e, uma vez obtido o espectro de ions produtbspabtrdo, pode-se
determinar o canal de SRM (439 > 380) utilizado aa8lises para posterior
guantificacao da brasiliamida A.

No caso de experimentos de ions produtos, o pongeiadrupolo é
programado de maneira que apenas uma determindagdaen/z passe,
filtrando-se todos os demais ions. Assim, estepite ser fragmentado com
uma energia conhecida na cela de colisdo e todssfsymentos podem ser
analisados no segundo quadrupolo e direcionadosledector (SIUZDAK,
1996). Nos experimentos de SRMsefected Reaction Monitoripgalta
seletividade € obtida, uma vez que, ambos os gpaldsisido programados para
deixarem passar apenas uma determinada relacaa/oamga. Assim, podemos
analisar um ion oriundo de uma substancia em pagusmcentracdes, mesmo

em uma matriz complexa e sem qualquer resolucdoatografica, desde que se
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conheca alguma fragmentacao especifica do ion pa@c(SIUZDAK, 1996;
SKOOG et al., 2002).

Em seguida, construiu-se uma curva de calibragéerma com o

padrao isolado de brasiliamida A como pode serrghde na figura 4.3 abaixo.

Compound name: BrasiliamidaA

Correlation coefficient: r = 0.998019, "2 = 0.996042

Calibration curve: 10327.6 * x + 278.843

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axs trans: None
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FIGURA 4.3 -Curva de calibrac&o para a substancia brasiliafida

Curva_Bra_6 Smooth(Mn,2x4) F1:MRM of 2 channels ES+
Curva_Bra_1 Smooth(Mn,2x4) F1:MRM of 2 channels ES+ CUNVa 439 > 380
na 439>380 o BrasiliamidaA_ 4.257e+006
BrasiliamidaA 9.022e+002 20.65
1007 2067 | 202332350
276.99 195.89
45.07 30606.10

A B

37.8540.7042.36
2537 3054 36.843 7/
48.92

FIGURA 4.4 - Cromatograma de ions totais refereatessexperimentos de
SRM da substancia brasiliamida A (A) menor con@aéto estudada (B) maior
concentracao testada para construcao da curva.
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A curva de calibracdo foi construida com os valode areas
geradas a partir da integracdo das bandas refer@rsigbstancia brasiliamida A
em diferentes concentracdes no software Masslinf@uiantify) (Figura 4.3).
Observa-se na figura 4.4A acima a area gerada gopigpamento no ponto
referente & menor concentracdo de anélise (§0AL") e na Figura 4.4B, a
maior concentracdo do padrdo analisado. A curvasaptada visualizada na
figura 4.3 apresentou boa linearidadé=(R996).

A partir da equacéo de reta gerada com a constrdgéurva de
calibracéo da brasiliamida A, estimou-se a conagéatr da amida produzida nos
meios de cultura suplementados com o aminoaciduoadido. Uma vez que o
experimento foi realizado em quadruplicata, um plmstos de cada cultivo foi
excluido. A média entre os pontos referentes aserdracdes de brasiliamida A
nos meios de cultivo com a adicdo de 25 mg dedianiina foi 5,316:g.mL™.
Estimou-se da mesma maneira a média entre os p@aféosntes a concentracao
de brasilimida A nos meios de cultura controles,seja, sem a adicao de L-
fenilalanina, encontrando-se um valor de 0,3§8nL".

A partir dos valores médios estimados de concgdesa de
brasiliamida A produzida nos experimentos propodtmsverificado através de
comparacgao, que o fungo aumenta a producao ddirordai A no meio de
cultura quando o cultivo € realizado com a adicé® 26 mg em
aproximadamente 1300%, ou seja, aumenta a prodigdwasiliamida A em
aproximadamente 13 vezes.

Em seguida, determinou-se aproximadamente, a qagem de
incorporacao do aminoacido adicionado na produgdsutdstancia brasiliamida
A. Para isso, considerou-se que duas moléculasnilmoacido L-fenilalanina
levavam a formacdo de uma unica molécula de aasdia A, como verificado
anteriormente nos estudos biossintéticos (FILL,920BILL et al., 2010).
Considerou-se ainda, as massas moleculares do aodno(165) e da amida

estudada (438) e calculou-se dessa maneira, 0 augher moléculas de

72



aminodcido (1,81. ff) e, a partir deste valor, determinou-se o nimezo d
moléculas de brasiliamida A que seriam teoricamdotmadas a partir da
incorporacéo de 100% das moléculas de aminoacjde.(23%. Considerando-
se a massa molecular da brasiliamida A, 438, deteuyse a concentracéo de
brasiliamida A tedrica se houvesse 100% de incagémr do aminoacido
adicionado (0,663 mg.ml). Finalmente, determinou-se através da subtracéo
das concentracfes de brasiliamida A no controlas{iomida A produzida
intrinsecamente pelo fungo) e no experimento déeesgntacao (brasiliamida A
produzida intrinsecamente pelo fungo + brasiliamidgroduzida devido a
adicao de Phe), que o fungo tem a capacidade deporacéo de 0,75%, uma
vez que a concentracdo verificada foi 4,999mL™". Dessa maneira, visualiza-
se que a adicao de fenilalanina no meio de culivmenta a producao de
brasiliamida A em 13 vezes, entretanto ha um ercgsande de aminoacido
adicionado, podendo haver saturacdo das enzimasnss/eis pela producédo de
brasiliamida A.

O experimento representou uma estimativa da pémdude
brasiliamida A nos meios de cultura suplementado® © aminoacido L-
fenilalanina. E importante ressaltar que nenhuncesso de validacdo foi
realizado, uma vez que este ndo era o principatigbje, portanto, os niumeros
apresentados representam apenas uma estimativadiegcfo de brasiliamida A.

Uma vez determinada a porcetagem de incorpordea®he na
estrutura das brasiliamidas, o micro-organigtndrasilianumfoi cultivado em
diferentes meios de cultivo no intuito de otimiagsroducéo destes compostos e
estimar a quantidade produzida nos diferentes meios

O fungo foi cultivado em meios solidos de arrozroa
suplementado com 25 mg de L-fenilalanina, cangssim como foi cultivado
em meio liquido Czapeck e Czapeck enriquecido cérm@ de L-fenilalanina.
O micro-organismo teve seu crescimento interrommdm 28 dias quando

cultivado em meios solidos e 18 dias nos meiosdapu Ambos os tempos de
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cultivo foram baseados em curvas de producédo eglszem estudos anteriores
no LaBioMMi (FILL, 2009). As extracOoes foram readas segundo
procedimento descrito no item 3.4.2.

Inicialmente, foi construida uma curva de caliBragxterna para o
padrdao da substancia brasiliamida A conforme obserwna figura 4.3. Em
seguida, os extratos obtidos a partir do cultivduwthgo nos diferentes meios de
cultura foram submetidos a analises via HPLC-MS/MSposteriormente
estimou-se, com base nas éareas encontradas reldaonas bandas
cromatograficas referentes a brasiliamida A, e, t@®e na equacdo de reta
encontrada na curva de calibracao, as quantidademala produzida em cada
um dos meios de cultura estudados. Na tabela 4igabisualiza-se a producéo

da substancia brasiliamida A em cada meio de eudvaliado.

TABELA 4.1 - Valores de concentracdo estimados pargproducao de
brasiliamida A em diferentes meios de cultura.

_ Média das concentracdes de
Meio de cultura estudado - L
brasiliamida A (ng.mL™)

Arroz 31,8

Arroz + L-fenilalanina 42,0
Canjica 54,1
Czapeck 1,2
Czapeck + L-fenilalanina 5,3

Com base nos valores estimados da producdo dedmeda A em
diferentes meios de cultura verifica-se que o fuageesenta maior producao
dos compostos de interesse no meio solido de eamjai verificado ainda, que
a adicdo do aminoacido L-fenilalanina aumenta ctamavelmente a producéo
da substancia brasiliamida A nos meios de cultivplesnentados com este

aminoacido conforme verificado nos estudos ant&sior
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A incorporacdo do &cido cinamico, também posgivetursor da
biossintese das brasiliamidas, formado a partiredgdo enzimatica da enzima
PAL e o substrato Phe, também foi avaliada atral&saim experimento de
cultivo do fungoP. brasilianumem meio liquido suplementado com 25 mg de
acido cinamico deuterado -fdcido cinamico), no intuito de se determinar a
incorporacao deste acido precursor no metabolissaddasiliamidas.

Depois de 30 dias de cultivo, verificou-se queca@a@ cinamico
adicionado ao meio de cultura do funBo brasilianuminibiu o crescimento
deste micro-organisméinda no intuito de estudar a biossintese das a1bda
fenilpropanoidicas e determinar, assim como antegate, a estimativa da
porcentagem de incorporacdo de acido cinamico odugéo das brasiliamidas.
O fungo foi cultivado em meio liqguido Czapeck sum@tado com 25 mg de
acido cinamico, agora nao deuterado em sua estrgwimica, de maneira
estatica a 25 °C.

O experimento proposto foi acompanhado ao lorgBQldias e foi
verificado durante este periodo que o acido cindmiambém inibiu
completamente o crescimento do micro-organismo.

Tal fato despertou interesse, uma vez que O agitimico € um
possivel precursor biossintético das brasiliamigagortanto, seria produzido
no proprio metabolismo do fungo em estudo, o queatmtrigante a inibicdo do
fungo por este composto. Algumas hipéteses foragerglas a partir de tais
observacfes. A primeira delas, seria que a coramgurde acido cinamico
adicionada ao meio de cultivo seria toxica ao fuRgtrasilianum,entretanto
em menores concentragcdes do composto testadogo sendesenvolveria e néo
apresentaria inibicao de crescimento.

A hipdtese foi investigada no sentido de determsgao fungaoP.
brasilianum se desenvolveria em concentracdes menores de éicidmico,
possivel precursor das brasiliamidas. Tal questiemo foi avaliado através de

ensaios antifungicos em placas de Petri alteraada-soncentracdo de acido
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cinamico nos testes de inibicdo. As concentracGilgzadas foram 500
(concentrac&o utilizada no cultivo em Erlenmey28Q e 100ug.mL™, sendo a
Gltima, a concentracdo utilizada em ensaios amif@s com compostos puros
descritos na literatura.

Nas figuras a seguir verificam-se os resultaddglod a partir dos
ensaios de inibicdo do fung®. brasilianum frente ao acido cinamico.
Observam-se os halos de crescimento do micro-ag@nino experimento
controle (cultivo do fungo sem a adi¢do de aciagd@riico), em comparacao ao
crescimento relativo do fungo nas concentracdescimeadas do composto
estudado. Os valores avaliados para os halos deirento nos experimentos

sao mencionados na Tabela 4.2 abaixo.

FIGURA 4.5 - Ensaio de inibicdo do crescimentouuagbP. brasilianumfrente
ao acido cindmico na concentracdo de E@L™". O experimento controle é
visualizado acima.

FIGURA 4.6 - Ensaio de inibicdo do crescimento wagbP. brasilianumfrente
ao 4cido cinamico na concentracdo de @50nL". O experimento controle é
visualizado acima.
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FIGURA 4.7 - Ensaio de inibicdo do crescimentouuagbP. brasilianumfrente
ao acido cinamico (108g.mL™"). O experimento controle é visualizado acima.

TABELA 4.2 - Valores de halos de crescimento pafangoP. brasilianumna
presenca de acido cindmico

Concentracao de acido cinamico (mg.mL

)

Halo de crescimento (cm)

4,8 x 4,6 0 (controle)
54x5,2 0 (controle)
52x5,1 0 (controle)
52x5,0 0 (controle)
4,6 x4,0 100
4,1x4,0 100
3,9x4,0 100
4,0x4,3 100
2,1x23 250
2,3%x2,2 250
2,1x2,1 250
25x25 250
14x1,3 500
1,3x1,4 500
1,5x1,5 500
1,7x1,5 500
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Os resultados mencionados indicam que em quatmunentracao
avaliada de acido cinamico ministrada ao micro4oigyao, ha uma inibicédo
consideravel quando comparado ao controle, semicdcado composto. Na
concentracdo de 10Qug.mL' avaliada, verificou-se uma inibicdo de
aproximadamente 30% com relagcao ao controle. Embofango tenha se
desenvolvido em menores concentracfes de acidoniciodnos cultivos em
placa de Petri (meio BDA), os cultivos em meio idgunestas concentracdes de
acido continuaram inibindo o micro-organismo estiada

Na avaliacdo da hipotese levantada anteriormergteresultados
indicaram que a concentracdo adicionada de aadonito no meio de cultura
€ relevante, entretanto, ndo é completamente redpen pela inibicdo
encontrada, uma vez que o0 acido cinamico foi ioibiem todas as
concentracOes avaliadas no experimento.

Uma segunda hipOtese avaliada sugere que o fumglerip
produzir acido cinamico para posterior formacao kbdasiliamidas em seu
metabolismo possivelmente ligado a uma macromaéeuhao livre no meio e
difundido no citosol, uma vez que este compostuikédor do metabolismo do
micro-organismo em estudo.

Buscas na literatura indicaram a possibilidade hdeer um
tunelamento metabdlicangtabolic channelingentre as primeiras enzimas do
caminho biossintético dos fenilpropandides (PAL4HTconforme descrito por
ACHNINE et al. (2004). Os pesquisadores descreveenajfendmeno envolve
a organizacao fisica das enzimas sucessivas daneiabodlica em grandes
complexos enzimaticos em que os intermediarios bbétas sdo canalizados
sem a sua difusdo no citosol. Este processo déatnapto entre intermediarios
permite controle do fluxo metabdlico, assim comootgge intermediarios
biossintéticos instaveis ou restringe o acesso @kea® enzimas de vias
metabolicas que competem entre si pelo substrattun®amento do &cido
cinamico entre as enzimas PAL e C4H ja foi repartaolr CZICHI & KINDLI
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(1975), HRAZDINA & JENSEN, (1985), RASMUSSEN & DIXQ (1999) e
parece ser responsavel pelo comportamento obseevalobrasilinum

Dessa maneira, verificou-se que o acido cinangéicaibidor do
crescimento do fung®. brasilianum este fato inspirou a avaliacdo de outros
cinamatos frente ao crescimento do fungo em estddocompostos testados
foram o 4cido 4-metoxicin@mico e o acido 3,4-maiiparonilcinamico, ambos
previamente sintetizados no grupo LaBioMMi. Os essale inibicao de
crescimento foram realizados em placas de Petiendo meio BDA e os
cinamatos citados foram testados nas mesmas coag@ed utilizadas nos
experimentos referentes aos testes com o acidmcioa

Nas figuras abaixo, visualizam-se os halos decarento do fungo
P. brasilianumfrente as diferentes concentragcdes dos composstsdbs em
comparacao ao controle. Nota-se que ambos o0s ctwsposibiram o
crescimento do micro-organismo em estudo, quando csBmpara
guantitativamente os valores de halos de crescomemtontrados nos ensaios
com os halos encontrados no controle (meio dereuBIDA sem a adicdo dos

cinamatos estudados), conforme indicado na Tab&lalzhixo.

FIGURA 4.8 - Ensaio de inibicdo do acido 4-metaxichico frente ao funge.
brasilianumna concentracéo de 506.mL™". O experimento controle é
visualizado acima.
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FIGURA 4.9 - Ensaio de inibicdo do &cido 4-metaxicnico frente ao funge.
brasilianumna concentracdo de 25§.mL*. O experimento controle é
visualizado acima.

FIGURA 4.10 - Ensaio de inibicdo do acido 4-metmémico frente ao fungo
P. brasilianumna concentracdo de 106.mL". O experimento controle é
visualizado acima.

FIGURA 4.11 - Ensaio de inibicdo do acido 3,4-mgigeronilcindmico frente
ao fungoP. brasilianumna concentracéo de 506.mL™". O controle é
comparado acima.

FIGURA 4.12 - Ensaio de inibicdo do acido 3,4-mgigeronilcindmico frente
ao fungoP. brasilianumna concentracéo de 506.mL™". O controle é
comparado acima.
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TABELA 4.3 - Valores de halos de crescimento pafangioP. brasilianumna
presenca de cinamatos

_ Halo de crescimento do .
Halo de crescimento do o Concentracao dos
o fungo com acido 3,4-
fungo com acido 4- compostos testados

metoxipiperonilcinamico

metoxi-cinamico (cm) (cm) (ng.mL™
3,8x3,7 3,8 x3,7 0
4,2 x 3,8 4,2 x 3,8 0
3,7x3,8 3,7x3,8 0
3,6 x3,8 3,6 x 3,8 0
0 14x1,3 500
0 1,2x1,3 500
0 1,3x1,4 500
0 1,2x1,3 500
1,3x1,3 1,4x1,3 250
15x14 1,3x1,2 250
14x1,4 15x1,3 250
1,4x1,3 1,4x1,2 250
1,8x1,8 - 100
1,7x1,9 - 100
20x19 - 100
2,0x2,0 - 100
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A partir dos valores de halos de crescimentoalizados na tabela
e nas figuras anteriores, verifica-se que 0s cit@néestados apresentam
inibicdo frente ao fungo testado. Os experimentferentes ao ensaio do
composto acido 3,4-metoxipiperonilcinamico na comezio de 10Gg.mL*
apresentaram contaminacéo e néo foi possivel ecawedos halos.

Na literatura é verificado que a rota biossingétenvolvendo a
producdo de metabdlitos secundarios via a rotdedolpropanoides é ativa em
plantas superiores e esta envolvida principalmemenecanismos de defesa. A
biossintese do &cido cinamico é dessa maneirap ragitmulada por estresses
bidticos e abidticos como ataques de patdgenasioteprejudiciais, irradiacéo
UV, baixas temperaturas ou baixos niveis de nitrmgéfosfato ou ferro
(RITTER & SCHULZ, 2004). Neste sentido, as enzinpgissentes na rota
biossintética destes compostos tem sua producderdada quando um micro-
organismo infecta uma planta, o que pode justiicamibicdo do crescimento do
fungo P. brasilianum quando € cultivado na presenca do acido cinamiide

outros fenilpropandides como os cinamatos estudados

4.2 - Estudos da enzima Fenilalanina amonia-liase (PAL)
produzida pelo fungoP. brasilianum.

A avaliacdo da rota biossintética das amidas igpi@panoidicas
via 0 caminho dos fenilpropandides, foi realizattaves do estudo da primeira
enzima envolvida na biossintese destes metab@eosndarios, a fenilalanina
amonia-liase.

Inicialmente, verificou-se a producéo desta enzmal fungoP.
brasilianumatravés do cultivo deste micro-organismo em niguido Czapeck
enriquecido com 2% de extrato de levedura durameocdias sob agitacao.
Apos este periodo, o fungo foi filtrado e ao miwétrmado foram adicionados
30 mL de tampéo tris-HCI 25 mM pH 8.8, dessa maneirreacdo enzimatica

foi realizada com as células ressuspendidas dmfoegte tampao.
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As células ressuspensas em tamp&o adicionou-s&,BheM e
apo6s 30 minutos, a reacao enzimatica foi termicadaa adicdo de HCI 0,5 M.
Dois frascos foram mantidos como controle sem g&adde fenilalanina. A
formacéo de acido cinamico a partir da L-fenilatanwvia PAL foi monitorada a
partir de analises por espectrometria de massastit@ds anteriormente no item
3.4.15.

Inicialmente, foram realizadas andlises para oacinamico
padrdo de massa molecular 148, dessa maneiralizéssa no espectro de ions
produtos no modo negativo de ionizacdo o pico doniolecular desprotonado

comm/z147, como visualizado no espectro apresentadgmaafd. 13 abaixo.

100 103.2

[M-H]

/

147.4

A G I U
FIGURA 4.13 - Espectro de ions produtos obtido malonegativo de
ionizacao para o acido cinamico padréo.

' m/z

Em seguida, depois de otimizadas as condicoesndsagio para o
acido cinamico padrédo, os extratos referentes aeai@s enzimaticos foram
analisados por MS/MS (Figura 4.12) onde observa-dermacdo de acido
cinamico a partir do aminoacido fenilalanina, quarelacionados o espectro do

produto obtido pela reacéo, ao espectro do acidnico padrao.
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FIGURA 4.14 - Espectro de ions produtosz 147 referente ao protocolo 3
nos 30 min de reacao.

Dessa maneira, visualiza-se no metabolismo dooragganismdP.
brasilianuma producdo da enzima fenilalanina amonia-liaseLJRAque seria
uma indicacao de que as brasiliamidas pudesseforsesidas via a acdo desta
enzima e consequente biossintese via a rota diysrigandides.

Em plantas, muitas enzimas tipicas da rota bittga dos
fenilpropanoides, por exemplo, cinamato 4-hidreedl@ acido p-cumarico-CoA
ligase, atuam no aminoacido L-fenilalanina paragyas formacao de sinapato,
gue é posteriormente oxidado para formacdo do gnugioxipiperonil. Dessa
maneira, as brasiliamidas apresentam muitas sidad@&s com a rota
biossintética dos bis-fenilpropanoides produzidos plantas e representam
metabdlitos muito interessantes, especialmente fpgdode serem isolados por
P. brasilianum endofitico deMelia azedarach

O caminho biossintético dos fenilpropanodides nkmitps € na
maioria das vezes utilizado para producédo de mitadb&ecundarios que séo
mediadores de estresses bidticos (micro-organismsestos, etc.) e abioticos
(principalmente a luz UV). Por outro lado, nos fosigesta rota metabdlica

parece ser curta e 0S passos biossintéticos mieavolvem oxidacdo de
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enzimas que sao capazes de degradar os precudkmseenilpropandides
levando a formacdo de moléculas menores como b@szoa estirenos
encontrados em algumas espécieReacillium

Neste sentido, alguns autores visualizam a ratashitética dos
fenilpropandides como a representacéo de um campatdlha bioquimico pela
sobrevivéncia. Uma teoria recentemente desenvo(E8HLIANI et.al., 2009)
indica que as plantas terrestres adquiriram a ibdadge de produzir
fenilpropandides a partir dos micro-organismos transferéncia genética
horizontal. Durante a evolugdo, muitos micro-orgam@s parecem ter
preservado esta habilidade metabdlica no intuitawtedefesa e para poderem
se associar com plantas controlando as respositaicga das plantas durante a
colonizacéo.

Uma vez que nao existem relatos da extracdo danan2AL a
partir do micro-organismo em estudo, dois diferemtetocolos foram testados
e avaliados a partir da producdo de acido cinangecado nas reacdes
enzimaticas das frac6es obtidas. O primeiro dgst@®colos foi realizado no
laboratério de Biossintese de produtos naturaalifamlo na Unesp-Araraquara
sob a supervisdo da Prof. Dra. Maysa Furlan e oFBmando Continguiba
aplicado a enzimas PAL de plantas.

Os extratos foram em seguida, avaliados com relacdosagem
protéica a partir da construcdo de uma curva dberaeéo utilizando albumina
como padrao proteico, e a partir da equacdo de getada, estimou-se a
concentracao proteica de cada um dos extratos agrada tabela 4.4
apresentada a seguir visualiza-se os valores dwhéineia encontrados para
cada extrato e a concentracao proteica determiadaces da equacdo de reta
obtida a partir da curva de calibracéo.
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TABELA 4.4 - Valores de absorbancia e concentralg@extratos proteicos.

Tipo de extrato Absorbancia (nm) Concentracéo (mgaL™)

Sobrenadante 1 0,202 0,116
Precipitado 1 0,851 0,156

Sobrenadante 2 0,171 0,114

Posteriormente, avaliou-se o protocolo testadavés de ensaios
enzimaticos com o sobrenadante 1, precipitado bbeesadante 2, com o
objetivo de verificar se a enzima foi extraida ceficiéncia. Os ensaios
enzimaticos foram realizados com a adicdo do amido&Phe em micro-tubos
e a reacao enzimatica foi incubada durante 30 wsnoima temperatura de 45
°C, conforme procedimento descrito na literatura. thbela 3.13 apresentada
anteriormente, verifica-se o0s codigos utilizadoss ranalises no intuito

simplificar as discussoes.

TABELA 4.5 - Codigos utilizados nos ensaios enzioos

100uL do sobrenadante 1 (controle)
100uL do sobrenadante 1 (controle)
100uL do sobrenadante 1+ 1@0Q de fenilalanina
100uL do sobrenadante 1+ 1@0Q de fenilalanina
100uL do precipitado 2 (controle)
100uL do precipitado 2 (controle)
100uL do precipitado 2+ 100L de fenilalanina
100uL do precipitado 2+ 100L de fenilalanina
100uL do sobrenadante 2 (controle)
100uL do sobrenadante 2 (controle)
100uL do sobrenadante 2+ 10 de fenilalanina
100uL do sobrenadante 2+ 10 de fenilalanina

el
NhBoo~Nooh~wWNR

Em seguida, os extratos das reacfes enzimaticas fanalisados
via HPLC-MS/MS para o monitoramento da producédo adgalo cinamico,
produto da reacdo com PAL. As condicdes para @&zagdlo das analises sao

descritas no item 3.4.9, assim como a transicliaada nas analises por SRM.
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Os TICs referentes as rea¢des enzimaticas comrersatante 1, precipitado 1 e

sobrenadante 2 sao visualizados abaixo.

FIGURA 4.15 - Cromatogramas referentes aos expetosel e 2 descritos na
tabela 4.5.

vvvvv

FIGURA 4.16 - Cromatogramas referentes aos expatose3 e 4 descritos na
tabela 4.5.

vvvvv

FIGURA 4.17 - Cromatogramas referentes aos expetose e 6 descritos na
tabela 4.5.

87



6
103
500

FIGURA 4.18 - Cromatogramas referentes aos expetose/ e 8 descritos na
tabela 4.5.
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FIGURA 4.19 - Cromatogramas referentes aos expetose® e 10 descritos na
tabela 4.5.

FIGURA 4.20 - Cromatogramas referentes aos expeatosell e 12 descritos
na tabela 4.8.

A partir dos TICs referentes as andlises dosi@hsmnzimaticos,
visualiza-se que o fungo foi apto na producdo daineamm PAL no seu
metabolismo e verifica-se que a enzima foi deviddgmextraida e o produto da

reacdo enzimatica foi observado nos extratos mfeseao sobrenadante 1,

88



conforme assinalado em vermelho, indicando mesmpd de retencao quant
comparado ao cromatograma de SRM obtido para o aadmico padré. Este
experimentorepresentou 0 primeiro passo para 0 processo décagdo €
posterior caractezacao da enzimPAL nativa.

No intuito de simplificar oprotocolo 1 o micrc-organismo foi
cultivado em meio de cultura liquido Czapeck ere@do com 2% de extrato
levedura durante cinco dias sob agitacdo di rpm. Em seguic, as células do
fungo foram trituradae as célulaforam adicionados 18\L de tampéo tr-HCI
25 mM pH 8.8. Em seguida, as amostras foram centrfage ¢ precipitado foi
descartado e o sobrenadante foi utilizado comefenzimatic:

Uma vez preparados os extraenzimaticos, estes foram avaos
em gel de poliacrilamida SI-PAGE 15%. Realizose o gel de poliacrilamic
SDS no Laboratério de Bioquimica e Biologia Moler-LBBM sob a
orientacdo da Prof. Dr&ulce Helena erreira de Souza. Na figura 4 abaixo

se visualiza o gel obtido.

1 e 6- Padrao de peso molect (MM 116, 66, 45, 35, 25, 18, 1
2 e I - Extrato enziméatico armazenado a 4°C
4 et - Extrato enzimatico armazenado a -20°C

FIGURA 4.21 -Gel de poliacrilamida SDmonodimensional dos extrat
enzimaticos.

89



No primeiro e ultimo pogcos observam-se os paddiEsnassas
moleculares, ja nos pocos 2 e 3 observa-se 0 exratimatico depois de trés
dias guardado em geladeira a 4 °C. Nos pocos 4abdgrva-se 0s extratos
enzimaticos do sobrenadante depois de ser reftigeean freezer, -20 °C
também durante trés dias. Os resultados indicatampepteinas com a massa
molecular em torno de 70-80 kDa (massa moleculaxapada dos mondémeros
da enzima PAL isolada a partir de diferentes osgaos relatados na literatura)
foram produzidas e extraidas segundo o protocaoksaptado.

Foram realizados ainda, ensaios enzimaticos coabjetivo de
verificar a extracdo da enzima PAL de maneiraafite. Os extratos referentes
as reacdes enzimaticas foram analisados via HPLGAESno modo de
aquisicao SRM, para deteccdo do acido cinamico.aA8lises indicaram,
entretanto, que em nenhum dos extratos foi posgétettar o &cido cinamico e,
portanto, verifica-se que a extracdo da enzima Rad foi eficiente segundo o
protocolo 2 descrito.

A partir destes estudos preliminares desenvoleeutsna
metodologia para a obtencéo do extrato enzimagdd. drasilianum visando
posteriormente, a purificacéo e a caracterizac@ndena PAL nativa. Uma vez
obtido o extrato enziméatico pelo protocolo 1 désctima etapa interessante no
processo de pré-purificacdo do extrato proteic@ semprecipitacdo fracionada
com sulfato de aménio. Este processo se baseieeopitacao de proteinas pela
alta concentracdo de sulfato de amoénio e caraateezpor ser um pProcesso
muito importante para a separacédo de misturas exaplde proteinas, uma vez
que a concentracdo de sal necessaria para preéipita diferente para cada
proteina.

Com base em estudos descritos na literatura oelados a
purificacdo da enzima PAL (produzida por diferentestes, principalmente
micro-organismos) realizou-se a precipitacao framia visando 25, 55 e 85%

de saturacao. Posteriormente, cada um dos prepifaram ressuspensos em
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tampao tris-HCI pH 8.8, dessalinizados e submetaldsstes de atividade da
enzima estudada (item 3.4.13).

Em seguida, os extratos das reacfes enzimaticas fanalisados
via HPLC-MS/MS para 0 monitoramento da producacadiolo cindmico. As
condicdes para a realizacdo das analises saotdeswiitem 3.4.9, assim como
a transicdo utilizada nas andlises por SRM. Os TkIsrentes as reacodes
enzimaticas com o precipitado 25%, precipitado 55%recipitado 85% sao

visualizados nas figuras abaixo.

P
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FIGURA 4.22 - Cromatograma referente a reacéo extiiencom o precipitado
1 (25% saturacao).

FIGURA 4.23 - Cromatograma referente a reacéo extiancom o precipitado
2 (55% saturacao).

FIGURA 4.24 - Cromatograma referente a reacao étmmmcom o precipitado
3 (85% saturacao).
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A partir dos TICs referentes as anadlises dosi@nsnzimaticos
com os precipitados obtidos a partir da precipdatacionada com sulfato de
amonio, visualiza-se que a enzima de interessacm&a na fracao referente a
55% de saturacao, obtendo-se desta maneira, masetapa de purificacao
enzimatica com sucesso.

Estudos de otimizac&o dos parametros de cultiviudgo visando
maxima producdo da enzima PAL também foram realzad os dados
apresentados anteriormente com relacdo a intesxsic da producdo de
brasiliamidas em diferentes meios nos levaram astgurar a producdo da
enzima PAL nos meios de cultura na presenca de Almeaior producéo da
enzima implicaria em uma maior facilidade de poafdo e caracterizacéo
desta. Neste sentido, no intuito de verificar duéricia do aminoacido na
producéo da primeira enzima da rota biossintétasaabmpostos em estudo, o
fungo foi cultivado em meio liquido Czapeck (2% ratd de levedura) na
presenca de L-fenilalanina (0,5 g)L e na auséncia do aminoacido
respectivamente para posterior avaliagcao quanatati

Foram obtidos extratos enzimaticos, para amboscuvos
apresentados, partindo da mesma massa micelialimdm P. brasilianumnos
experimentos para conseguinte avaliacdo da proddedBAL. Em seguida,
verificou-se quantitativamente a producdo da enZwh através da formacéao
do acido cinamico, produto da reacdo enzimatica.

A maior producado do acido cinamico implica ha maimducao da
enzima PAL pelo micro-organismo estudado, uma wezag areas referentes as
bandas cromatograficas sdo proporcionais a corggimtrde acido cinamico
produzido e, consequentemente, proporcional a gamdula enzima PAL no
extrato proteico. Os cromatogramas referentes gioeanzimatica para ambos
0S extratos enzimaticos obtidos séo visualizadesxabNa tabela abaixo 4.6,

visualizam-se as areas encontradas para 0s exp&ssr@opostos.
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FIGURA 4.25 - Cromatogramas obtidos para as reag@asaticas com 0s
extratos brutos obtidos do cultivo do fungo na aasé(A) e presenca de Phe
(B) respectivamente.

TABELA 4.6 - Areas encontradas para o cultivo dogin na auséncia e
presenca de Phe

Area da banda cromatogréafica
Meio de cultura estudado referente ao acido cinamico

(media da triplicata)
Czapeck 417901

Czapeck enriquecido com Phe

1 1205148
(0,5g9.L°)

De acordo com os resultados apresentados, apatdticdminoacido
Phe ao meio de cultura induz a maior producdo daimen PAL e
consequentemente, aumenta a producédo das braddsmo meio de cultivo,
conforme visualizado no estudo descrito (Tabeld).4A adicdo da Phe
estimulou a producéo da enzima PAL em 288% congdelao meio de cultivo
sem a adicdo do aminoacido exdgeno. A area do a&bmdmnico produzido a
partir da reacdo enzimatica com 0 extrato enzimatlatido a partir do meio
suplementado com Phe foi trés vezes maior quandpa@do a producédo do
acido cinamico no extrato enzimatico sem Phe.
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A producdo da enzima PAL pelo fungo brasilianumtambém foi
avaliada quando o fungo foi submetido a modificag@ composi¢do do meio
de cultivo. Sabe-se que modificacbes nas condigéesultivo podem alterar a
composicdo proteica e consequentemente, o metalooiscundario do micro-
organismo. Dessa maneira, o estudo visou a avalidggroducao da enzima
PAL pelo fungo quando cultivado em diferentes melescultivo, podendo-se
determinar o meio de cultura mais adequado pand@sta enzima PAL.

O fungo foi cultivado em quatro diferentes meios clltura,
descritos no item 3.4.14. Os meios foram seleciowiade acordo com a
literatura visando a maior producédo da enzima HAdsteriormente, a producao
da enzima pode ser quantificada a partir da pradud@ acido cinamico
produzido a partir do aminoacido Phe nos ensaictidielade com os extratos
enzimaticos preparados a partir dos cultivos dgduem diferentes meios de
cultivo. A tabela 4.7 abaixo apresenta os dadogérda obtidos para o acido
cindmico através das analises via HPLC/UV nos elifirs extratos enzimaticos

gerados a partir dos quatro diferentes cultivos.

TABELA 4.7 - Areas obtidas para o &cido cinamicopatir das reacdes
enzimaticas com a PAL obtida quando o fungo fotivalo em diferentes
meios de cultivo

Area da banda cromatogréfica
Meio de cultura selecionado referente ao acido cinamico

(media da triplicata)

Czapeck 264635
BD 373599
Malte 568791
Beef 364321
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Através da andlise dos dados obtidos verificoa-s®ior producéo
da enzima PAL no meio de cultura com composicaextiato de malte, extrato
de levedura, Phe e ,B, constatagcdo importante nos passos posteriores de
purificacdo e caracterizacao da enzima alvo.

Os parametros de incubacéo da reacao catalisadany@oenzima
de interesse também s&o muito importantes parstodos envolvendo todos os
passos de purificacdo e caracterizacao estrutunah vez que existem poucos
relatos na literatura envolvendo a enzima PAL pzathupor micro-organismos,
visou-se a otimizacdo dos parametros de incubagd®nzima que foram
avaliados no intuito de maxima producdo do &acidwarmico nas reacdes
enzimaticas. O pH oOtimo para as enzimas PALs dascem diferentes
organismos esta na faixa de 8.2 ~ 9.0 e a temparatima reportada varia entre
0s organismos estudados. PAL isolada de tabaceeapeetemperatura 6tima
em 35°C, 55°C em girasol, e 44 ~ 4& emRhizoctonigHYUN et al., 2011).

Os parametros avaliados nas reacfes foram temer@8, 50 e
60 °C), pH (7,8, 8,8 e 10,2) e tempo de incuba@do 36, 48, 60, 72, 84, 96,
108 e 120 h). As reacdes foram realizadas emdaiggliavaliando inicialmente o
pH e a temperatura e uma vez otimizados, o tempacdbacao.

A producéo de acido cinamico foi monitorada atsaglé analises
por HPLC/UV e, a partir das areas geradas nos t¢ogramnas, determinou-se
os melhores parametros de incubacdo. Os dados favahados no software
estatistica.

A tabela 4.8 abaixo apresenta as areas refereagedandas
cromatograficas do acido cinamico, quando a enZ#A& era submetida a
diferentes condicOes de temperatura e pH. Os ewpetos foram realizados em

duplicata que sdo denominadas A e B na tabelged@entada.
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TABELA 4.8 - Valores de areas encontradas parai@odtinamico quando a

reacdo enzimatica foi submetida a variacdes nadeanpa e pH.

T(°C) pH A B [A] [B] | Média pesvio
padrao

38 7,8/ 226047 209519 0,0024%600227 2,35 | 8,26E-05
38 8,8/ 307534 317395 0,0032%100335 3,30 | 4,93E-05
38 10,2 0 425519 0,000176,00443 2,30 | 2,13E-03
50 7,8 27167862594693| 0,0273430,02612 26,73| 6,10E-04
50 8,8/ 30112712606300| 0,0302880,02624| 28,26 2,02E-03
50 10,2| 272967112845915| 0,0274720,02863| 28,05 5,81E-04
60 7,8 0 165752 0,0001y6,00183 1,00 | 8,29E-04
60 8,8/ 272483 709355 0,0029@)00727 5,08 | 2,18E-03
60 10,2| 224366 260235 0,00241000278 2,60 | 1,79E-04

valores 6timos de pH e temperatura utilizados agde enzimatica. O grafico

A partir dos dados visualizados na tabela 4.8 efsmd avaliar os

de superficie apresentado na figura 4.26 ilusteresultado.
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FIGURA 4.26 - Gréfico tridimensional onde se viszmlas condi¢cdes otimas de

temperatura e pH para a reacdo enzimatica comimaRAL.

No gréafico visualizado na figura 4.27, que repnéseo corte do
gréfico 4.26 anterior, pode-se determinar a tempexadtima de incubacdo em
49 °C e o pH 6timo da reacdo em 8.9 - 9,0, confandieado abaixo. As cores
mais intensas apresentadas no grafico indicam armancentracdo de acido

cindmico formado na reacdo enzimatica testada.
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FIGURA 4.27 - Gréfico tridimensional onde se viszmlas condi¢cdes otimas de
temperatura e pH para a reacdo enzimatica comim&®AL, agora visto de
cima. Em preto observam-se os parametros otimdsmdwa no experimento.

O tempo de incubacéo da reacao utilizando comie fenzimatica
0s extratos proteicos brutos Bebrasilianumtambém foi avaliado e verifica-se
maxima producdo de &cido cinamico em 97 horas dgace conforme

observado no grafico apresentado na figura 4.28.
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FIGURA 4.28 - Grafico indicando o tempo de inculza¢imo da reacéo
enzimatica com o extrato bruto proteicoRlérasilianum

O processo de purificagdo de uma proteina desggerconsiste em
uma combinacdo de técnicas que exploram as diésreptopriedades da
proteina-alvo, como a carga elétrica, o tamanhseaubilidade, as quais variam
de uma proteina para outra, visando isola-la dasmideem um extrato proteico.
A purificacdo pode ser feita por uma série de st@ptécnicas cromatogréaficas
diferentes que devem obedecer a uma sequenciaalodpaseadas nas
propriedades do material. Mdltiplas etapas ocasioneerdas inerentes de
amostras e consequentemente, levam a um baixowentdi do processo.

A fonte de proteina no presente estudo foram a®ldb micro-
organismaP. brasilianum As células foram rompidas e as proteinas obtdas
solucao foram chamadas de extrato bruto (protodjlo O processo de
purificacdo enzimatico foi avaliado através deeesle atividade da enzima
PAL e também testes que avaliam a pureza e arefiei@o processo como a
eletroforese em gel de poliacrilamida em preseercaldS.

Com base em trabalhos na literatura envolvendaréigacdo da

enzima PAL produzida por micro-organismos, forarseti@olvidas estratégias
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de purificacdo baseadas na literatura, todas basead cromatografia de troca
iGnica, exclusdo molecular e hidrofobicidade.

A tabela a seguir descreve o0 processo de pusdfcaia enzima
PAL produzida poRhizoctonia solani e Rhodotorula glutinrespectivamente,
nos quais foi baseado o processo de purificac@ndana PAL produzida pelo
fungoP. brasilianum.

TABELA 4.9 - Purificacdo da enzima PAL produziddgsefungosRhizoctonia
solani e Rhodotorula glutinibACDONALD & D’'CUNHA, 2007)

Passos para purificacdo da PAL de Passos para purificacéo da PAL de
Rhizoctonia solani Rhodotorula glutinis

Precipitacdo com sulfato de amonio

(0-55%) Tratamento com temperatura

Precipitacdo com acetona (40-60%) Prempﬂagao(gc_)g;;u)lfato de amonio

Cromatografia por troca idnica (colun&€romatografia por troca idnica (coluna

DEAE) DEAE)

Cromatografia por interacao
hidrofobica (coluna Fenil)

Cromatografia por exclusao
molecular)

Baseado nos processos de purificacdo descritogbetatacima, e
nas propriedades da enzima PAL descrita por oa@rganismos, um primeiro
protocolo de purificacdo foi proposto visando aiffpacédo e o isolamento da
enzima PAL produzida pelo fundi brasilianum

Inicialmente, o precipitado com 55% de satura¢#@o através da
adicao de sulfato de aménio ao extrato enzimatcoeksuspendido em tampéo
tris-HCI pH 8.8 e dessalinizado com auxilio de umambrana de dialise. Em
seguida, este extrato foi submetido a cromatogudidroca idbnica. A coluna

utilizada foi uma anibnica DEAE Sepharose, onde ropg@ carregado
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responsavel pela separacdo cromatografica’6C,Ns),H. A escolha da fase
estacionaria foi baseada na literatura (tabela rél@rionada a enzima PAL ja
identificada  por outros micro-organismos. A sepaoa foi realizada
aumentando linearmente a propor¢ao de NaCl nanfasel, conforme descrito
no item 3.4.16. O cromatograma obtido a partir&@ascao proposta pode ser

visualizado na figura 4.29 abaixo.

mébs
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kb tihbi L 454
5.2

20001

0.27%
4. 028

i 1n | n

FIGURA 4.29 - Cromatograma obtido para a cromafagcke troca idnica
realizada para o extrato das célulag’dbrasilianum No eixo x o tempo de
corrida e no eixo y a absorbancia medida. Em vérmels fracdes ativas com
relacdo a enzima PAL.

As fracOes desta etapa de purificacdo foram sutbases testes de
atividade e eletroforese SDS-PAGE para localizanoteina estudada e verificar
a eficiéncia do processo, respectivamente. Em dagas fracdes ativas (15-20
minutos) assinaladas em vermelho, para a enzima RA&am reunidas,
concentradas no centricom e dessalinizadas em raemhte dialise contra
tampéao tris-HCI pH 8.8 com 1M (N)SO,. Posteriormente, a subfracao obtida
foi submetida a cromatografia de hidrofobicidad&3 Utilizou-se uma coluna
Phenyl Sepharose onde, neste caso, as proteinaglEdas reduzindo a
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interacdo hidrofébica através da reducdo de ionmmpao com o decrescimo
do gradiente de sal. As fracOes foram novamentensiibas a testes de
atividade e eletroforese SDS-PAGE. O cromatograbisgd®@ nesta etapa de

purificacdo pode ser observado na figura 4.30 abaix

Wbz

condp 2oplh . 208

0 10 20 a0

FIGURA 4.30 - Cromatograma referente a etapa datografia de interacéo

hidrofobica realizada para o extrato das célulaB.dwasilianumNo eixo x 0

tempo de corrida e no eixo y a absorbancia meéiaavermelho, as fracoes
ativas com relacdo a enzima PAL.

As fracbes obtidas a partir da cromatografia déeragéo
hidrofobica que se mostraram ativas, assinaladasezmelho na figura 4.28,
(22-29 minutos) foram reunidas e dessalinizadasmembrana de dialise. Todas
as etapas do processo podem ser visualizadas noaypeldimensional SDS-
PAGE apresentado na figura 4.31.
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1-Padrdo de peso
molecular (MM

116, 66, 45, 35, 25,
18, 14)

116 2-Extrato bruto

3- Fracao da

precipitacao salina
66

4- Fracdo obtida da
cromatografia de
troca ibnica

5- Fragdo obtida da
cromatografia de
hidrofobicidade

FIGURA 4.31 - Gel de poliacrilamida SDS-PAGE dagpes do protocolo de
purificacao 1.

A analise do gel monodimensional indicou que otquamo de
purificacdo 1 nao foi eficiente, uma vez que mesm@s consecutivos processos
de purificacdo através de diferentes técnicas dagraficas ainda existem
inimeras impurezas conforme observado na canatiddigura 4.31 acima.

A observacao do gel anterior nos levou a aplicéiraometodologia
(protocolo 2), agora baseada no tamanho da enzematdresse (maior que
200kDa). Inicialmente, o precipitado com 55% deursagiao foi ressuspendido
em tampéo e dessalinizado em membrana de dialiseadampao tris-HCI 50
mM pH 8.8 e submetido a cromatografia de exclusatecnlar. Neste caso,
utilizou-se uma coluna Superdex S200 e modo deausocratico com tampéao
tris-HCI 50 mM pH 8.8 com 0,2 M de NaCl. O cromatoga obtido esta
mostrado na figura 4.32.
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FIGURA 4.32 - Cromatograma obtido na etapa de ctognafia por excluséo
molecular. No eixo x o tempo de corrida e no eixabsorbancia medida. Em
vermelho, as fragcbes ativas com relacdo a enzinha PA

Posteriormente, as fracOes que apresentaram aateriq50-60
minutos) para a enzima PAL foram reunidas e congdas em centricom e
dessalinizadas em membrana de dialise. Em segaidfiacdo obtida foi
submetida a cromatografia de troca ibnica, utililtaee uma coluna DEAE e
gradiente de eluicao linear descrito no item 3.4Q.6romatograma obtido pode
ser visualizado na figura abaixo, assim como vizsaae em vermelho as

fracOes ativas na enzima PAL que foram reunidameantradas.
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FIGURA 4.33 - Cromatograma obtido na etapa de ctognafia por troca
iOnica. No eixo x o tempo de corrida e no eixoabaorbancia medida. Em
vermelho, as fracbes ativas com relacdo a enzinha PA

O processo de purificagdo pode ser avaliado ardeérealizacéo
de eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PA&Ecanaletas indicam cada

uma das etapas de purificagcdo apresentadas nadeegratocolo testado.

1- Padrdo de peso
molecular (MM
116, 66, 45, 35,
25, 18, 14)

2-Extrato bruto

3- Fragdo da
precipitacdo salina

4- Fracdo obtida
da cromatografia
de exclusdo
molecular

5- Fracdo obtida

FIGURA 4.34 - Gel de poliacrilamida SDS-PAGE daspes do protocolo de
purificacao 2.
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A partir da analise do gel apresentado, verifeayge o segundo
protocolo de purificacdo teve uma maior eficiéng@ando comparado ao
primeiro devido ao menor nimero de bandas protebagrvadas no gel de
poliacrilamida, conforme assinalado na figura 4a84na. Em seguida, a banda
assinalada em vermelho na figura 4.34 foi recortdolagel e digerida com
tripsina, conforme procedimento descrito no item.1¥ e identificada por
espectrometria de massas.

A tripsina é uma protease e apresenta grande isidacle em
relacdo ao substrato, catalisando a hidrolise idagdes lisina e arginina. A
digestdo das enzimas em peptideos menores, aldat#oa de espectrometria de
massas inerentes a estes peptideos gera informagfesculminam na
identificacdo das proteinas em bancos de dados. tBarfim, dois tipos de
resultados sdo utilizados. O primeiro usa a infgéonarelativa a massa
molecular dos peptideos oriundos da digestdo etizendPeptide Mass
Fingerprint — PMF), enquanto o segundo, faz uso de resultadtidos pela
fragmentacdo de peptideos individuais previameatectados (CANTU et al.,
2008).

Os programas mais comumente empregados paratditédeao de
proteinas em bancos de dados a partir de dadoSd&iidSequese oMascot.
No caso deste estudo, utilizou-s&ascot Ambos os programas correlacionam
espectros de massas de fragmentacdo (ndo intelgsetde peptideos com
sequencias de aminoacidos de proteinas registeadalancos de dados. De
forma geral, estes programas tém como objetivo rdrenmo a sequencia de
aminoacidos, em um determinado banco de dadosngli®r descreve os ions
fragmentos encontrados em um espectro. As seqgeficandidatas” séo
procuradas nos bancos de dados de acordo com a a@mgmeptideo intacto e
com o espectro de fragmentacdo obtido para cadadpep(CANTU et al.,
2008).
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Neste sentido, os peptideos gerados foram anadisaar MS e a

partir da utilizagcao do softwarklascot pode-se determinar a identidade da

proteina purificada. A andlise indicou similaridacem a enzima glutamato

desidrogenase, produzida pelo furigehrysogenumgonforme se visualiza na

figura 4.35 abaixo.

genum (strain ATCC 28085 / D:

I
lp. CREyd PENCW 206 50029 11 (8) 8(8)  0.57
V2.2  ALCXWI_NEOFI L — m—
723  ZQIGPEG_SPHAL 80 49257 3@ 2(2) 0.19

Redisplay || Al |[ None

w19 peptide matches (16 non-duplicate, 3 duplicate)
¥| Auto-fit to window

Delta M Score

Query Dupes Observed Mr(expt) Mr(calc)
des2 549.3162 1096.6178 1096.6241 -0.0062 0
ECTN 2 564.8087 1127.6028 1127.6015  0.0013 0
7676 b1 566.2885 1130.5624 1130.5720 -0.0096 0
of681 566.7893 1131.5640 1131.5706 -0.0066 0
of69s 574.7854 1147.5562 1147.5656 -0.0093 0
#7173 610.2930 1218.5714 1218.5743 -0.0029 0
804 618.2876 1234.5606 1234.5652 -0.0086 0
989 703.3139 1404.6132 1404.6240 -0.0108 0
#1066 774.5174 1547.8202 1547.8307 -0.0105 0
#1092 791.4102 1580.8058 1580.7933  0.0125 0
#1153 562.6171 1684.8295 1684.8533 -0.0238 1
#1224 945.4538 1868.8930 1888.9061 -0.0130 0
1224 945.4538 1866.8930 1888.9061 -0.0130 0
1247 972.4721 1942.9296 1942.9483 -0.0187 0
F1544 by 732.8560 2927.3949 2927.4276 -0.0327 0
f1545 976.8094 2927.4064 2927.4276 -0.0213 0
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e CoTNEosartorya fischeri (strain ATCC 1020 / DSM 370C
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0.051
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K.NALTGLNMGGGK. G

K.NALTGLNMGGGK.G + Oxidation ()
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GGSLIRPEATGYGVVYYVDEMIK.Y + Oxidation (M)

FIGURA 4.35 - Busca por similaridade na base des&CBI.

A similaridade entre as enzimas pode ser visagdina figura 4.36.

Em preto verifica-se a enzima glutamato desidrogenaroduzida porP.

chrysogenune disponivel no banco de dados analisado. Em Weonmede-se

observar os peptideos produzidos pela digestaondiana produzida poP.

brasilianum

51

101
151
201
251
301
351
401
451

| PGARPWINI

AEAMKEHGDW W

MVINLPFEPE FEQAYKELAS TLENSTLFK KPEYRKALQV VSVPERVI QF
RVWEDDKGQ VQ NRGYRVQ FNSALGPYKG GLRFHPTVNL SI LKFLGFEQ
| FKNALTGLN MGGGKGGESDF DPKGKTDNEI
VPAGDI GVTG REVGFMFGQY KKI RNQVEGY LTGKGGSWGEG SLI RPEATGY
GVWYYVEHM QHASGGKESF AGKRVAI SGS GNVAQYAALK VI ELGGSVI S
LSDSQGALVL NGEEGSFTAE EI NTI AEI KV QRKQ AELAT QDAFSSKFKY
AGRI DVALPS ATONEVSGDE AKALI AAGCK FI AEGSNMGS
TQEAI DVFEA HRDANPGAAA | WAPGKAAN AGGVAVSGLE MAQNSARVNW
SREEVDSRLK KI MEDCFNNG LSTAKEYVTP AEGVLPSLVA GSNI AGFTKV

RRFCVSFMTE LCKH GADTD

FIGURA 4.36 - Similaridade entre as enzimas glutandasidrogenase
produzidas poP. marneffe(preto) eP. brasilianum(vermelho).
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A enzima glutamato desidrogenase € responsalaefqrenacéo
do compostoo-cetoglutarato a partir do glutamato como substo#toreacao
enzimatica e faz parte do metabolismo primario dwarorganismo. Ainda que
a andlise por espectrometria de massas indicagserificacdo da enzima
glutamato desidrogenase produzida Bobrasilianum os ensaios de atividade
apresentados anteriormente atestam a producaazuohaaeRAL, uma vez que a
fracdo foi ativa e o 4cido cinamico foi produzidaletectado. Dessa maneira,
verifica-se que a enzima PAL possivelmente encesdgram tracos na fracéo
analisada e esta impura conforme atestado peldsean@or EM. Embora a
concentracdo da enzima nao fosse suficiente paaatedzacdo bioquimica da
proteina, alguns estudos foram realizados no mtdié determinacdo da
especificidade enzimatica com a fracéo ativa de.PAL

As enzimas sao catalisadores extraordinarios, massbomo
apresentam um alto grau de especificidade, issufis@ que elas discriminam
muito bem entre substratos competidores. A espelafie surge a partir do fato
de que a enzima apresenta grupos funcionais adenge forma 6tima a formar
uma variedade de interacbes quimicas com um dalstrato no estado de
transicao. No intuito de estudar a especificidamenkzima PAL produzida pelo
fungo P. brasilianum diferentes substratos foram administrados naaceac
enzimatica com a enzima estudada, todos apresentahd similaridade
estrutural ao aminoacido fenilalanina (4-bromo-Rheloro-Phe; tirosina). Em
seguida, os extratos obtidos a partir da reacaionatiza foram analisados por
HPLC-MS/MS, visando a busca dos produtos da desm@mdos compostos, o0
gue indicaria a atuacado da enzima PAL nos substtastados.

Inicialmente foi avaliado o composto 4-bromo-fal@ahina como
substrato da reacdo enziméatica. O espectro de snfisbacarn) do produto da

reacao pode ser visualizado na figura 4.37 abaixo.
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FIGURA 4.37 - Espectro de massas do produto olatigartir da reacao
enzimatica da PAL com o 4-bromo-fenilalanina comlossrato.

A partir do espectro de massas obtido visualiza-$ermacao de
um produto de reacdo com 17 unidades de massa @srdenque 0 substrato
adicionado na reacdo, uma vez que é detectadanadao do ion com relacéo
m/z 225. O produto formado parece estar coerente cagéa da enzima PAL
que catalisa a saida do grupo \dtd aminoacido. Verifica-se ainda na figura
4.37 um ion com relagcadn/z227 numa proporcao de 1:1, caracteristico dolperfi
isotopico do elemento bromo na molécula ionizagdg@oeanto, comprova-se a
atuacdo da PAL no substrato bromado adicionado.

Foram realizados experimentos de MS/MS no intd@aconfirmar

a identidade do produto formado conforme visuabzaa figura 4.38 abaixo.
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FIGURA 4.38 - Espectro de MS/MS do produto formaduartir da reacéo
enzimatica da PAL com o 4-bromo-fenilalanina comlossrato.

Os ions formados no espectro de MS/MS apresect@udfomam a
presenca do atomo de bromo na estrutura quimigarattuto da reacaam(z
79), assim como a perda de 44 unidades de masheando a saida de uma
molécula de C@e desta maneira, ndo deixam duvidas da atuac@&mzima
PAL no substrato testado. A reacdo enzimaticaisati pela enzima PAL no

substrato testado pode ser observada na figuraaha@<o.

ol
| PAL [
OH —> @MOH
NH,
X X

X= Br; Cl

FIGURA 4.39 - Reacdo enzimatica da enzima PAL cersubstratos
halogenados testados no experimento proposto.

Y

Outro substrato adicionado a reacdo que visouartest

especificidade da enzima PAL foi o 4-cloro-fenifatea. O produto da reacao
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foi analisado por HPLC-MS e seu respectivo espedéranassasfyll scan

podem ser vistos na figura 4.40 abaixo.

FIGURA 4.40 - Espectro de massas do produto olatipartir da reacao
enzimatica da PAL com o 4-cloro-fenilalanina corabsrato.

No espectro de massas apresentado na figura Bstiva-se um
ion com relacdan/z 181, que apresenta 17 unidades de massa a meaas qu
substrato adicionado, indicando também a atuac@mzana PAL no substrato
adicionado. Visualiza-se ainda a presenca de unjMetd+2]" com m/z 183
numa proporcdo de 33% com relacdo ao pico do iolecmar protonado,
caracteristica da presenca do atomo de cloro nzcmlal formada. A
fragmentacao do produto formado foi estudada adrdeéestudos de MS/MS e o

espectro de ions produtos pode ser observado abaixo
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FIGURA 4.41 - Espectro de MS/MS do produto formaduartir da reacéo
enzimatica da PAL com o 4-cloro-fenilalanina cormbsdrato.

A analise do espectro de massas apresentado aocdia a
formacédo do produto visualizado na figura 4.39,eo0dde um atomo de cloro.
Dessa maneira atestou-se que a enzima PAL apressp&ificidade para
ambos o0s substratos halogenados testados.

Existem duas rotas biossintéticas potenciais tir jgi# aminoacidos
aromaticos para a formacéo do acido p-cumaricqriaeira rota (figura 4.42),
conhecida nas plantas, o acido p-cumarico é fornmaan processo de duas
etapas. A primeira etapa € a atuacdo da enzimaaPduwal é responsavel pela
saida do grupamento amino do aminoacido Phe formnardatido cinamico. O
proximo passo € a atuacao da enzima citocromo Rydéatalisa a oxidacao
do acido cinamico, com consequente formacdo dm gmidumarico. Em outra
rota biossintética, mais curta, o aminoacido tirast desaminado para levar a
formacdo do acido p-cuméarico sem que haja a formaghacido cinamico
(figura 4.42).

Algumas enzimas PAL além de converter o aminoakiu® a acido
cindmico aceitam como substrato o aminoacido Tinestes casos, a enzima
passa a ter a denominacao de TAL (Tirosina amasa)l e o produto da reacao

€ 0 acido p-cumarico. Entretanto, a descricdo teratura das enzimas
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PAL/TAL tanto produzidas por plantas quanto por roWgrganismos, Sao
descritas por preferirem a Phe como substrato,eosggnifica que a conversao
da catalise € muito maior neste caso. As Unicasgées foram recentemente
reportadas pela bactériRhodobacter capsulatus também para o organismo
Rhodobacter sphaeroide®s enzima PAL/TAL reportada parRhodobacter
capsulatusapresenta atividade TAL 150 vezes maior do quezamnenPAL e
apresenta maior homologia do gene com plantas (@2%lentidade com a
sequencia da PAL da planfinus taed® do que com micro-organismos
(VANELLI et al., 2007).

Uma vez que a obtencdo do acido-p-cumarico pel@a ro
biossintética envolvendo a enzima TAL é mais diretadesejavel, alguns
pesquisadores tem se dedicado a estudar microiemgasque apresentem alta

converséo do aminoacido Tir em acido p-cumarica pélL.

Acido prefénico

.

i :
NHa o

i
NH»
fenilalanina tirosina
l PAL l TAL
i
X (@]

H
i
HO

acido cinamico acido p-cumarico

FIGURA 4.42 - Formacao do acido p-cumarico por duas metabdlicas
diferentes, pela acédo das enzimas PAL e da TAL.
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Dessa maneira, foi investigada também a habilidadenzima PAL
produzida pelo fungdP. brasilianumem atuar como tirosina amonia-liase
(TAL) através da adicdo do aminoacido tirosina cosobstrato da reacdo
enzimatica. O extrato obtido através da reacadzeel foi analisado por
HPLC-MS e pode-se através do cromatograma de leci@eado observado na
figura 4.43 abaixo, visualizar a formacdo do iomamlacdom/z 163, massa
referente & desaminacdo do aminoacido adicionadiicaindo que a enzima

PAL produzida poP. brasilianumtambém pode atuar como TAL.

1.25 . 119

163

-44Da

FIGURA 4.43 - Cromatograma de ions selecionadas/dé&63, correspondente
a formacéo do acido p-cumarico, assinalado em eefpectro de MS/MS do
acido p-cumarico, respectivamente.

A fragmentacé&o do produto formado foi estudadavas de estudos
de MS/MS (figura 4.43) e visualiza-se no especeonthssas a perda de 44
unidades de massa referente a uma molécula dej@Ocomprova a formacéao
do acido p-cumarico e a consequente atuacdo dma&restudada como TAL.

A especificidade da enzima PAL foi estudada patras micro-
organismos produtores. No caso do fuRozoctonia solana enzima PAL foi
incubada com varios substratos (2.5 mM) em tamp&sHCI| 25 mM durante

30 minutos. Os substratos testados estdo desnattsbela 4.10 abaixo, assim
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como os valores encontrados de atividade para lostratos (KALGATGI &
SUBBARAO, 1975).

TABELA 4.10 - Especificidade da enzima PAL prodazigor Rhizoctonia
solani(KALGATGI & SUBBARAO, 1975).

Substrato testado Atividade (%)
L-tirosina 15

3,4-Dihidroxifenilalanina 10
p-fluorfenilalanina 31
o-flurofenilalanina 14
D-fenilalanina N.D.

p-cloro-fenilalanina N.D.
L-triptofano N.D.

Visualiza-se na tabela acima algumas similaridamen a enzima
PAL produzida pelo fungd. brasilianum como a formacdo do acido p-
cumarico pela desaminacdo da tirosina. Entretastiserva-se que a enzima
PAL produzida pelo fung®&hizoctonia solanm&o foi apta em catalisar a reacéo
utilizando o 4-cloro-fenilalanina, conforme obsemns para a enzima estudada
de P. brasilianum Este é mais um indicativo de que as enzimas, embo
apresentem a mesma funcdo de catalise, elas a@msemumeras
peculiaridades, cabendo o estudo de cada umaeatalparticular.

A tentativa de incorporar halogénios em estrgtuta metabolitos
secundarios deriva do conhecimento de que hoje wmero significante de
farmacos com uso clinico é baseado em metabdkosndarios halogenados
produzidos por micro-organismos e plantas. A incapao de halogénios, por
exemplo, os elementos F, Cl e Br na estrutura qairde um produto natural
podem resultar em mudancas positivas na atividadiégica destes compostos,
assim como na sua bioavaliacdo e estabilidade.eNssmntido, halogénios
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fornecem uma versatil funcionalizacdo em um sipeeifico da estrutura
molecular. O método tradicional de gerar analogal®genados de produtos
naturais € através da sintese orgéanica destes stoapo gque torna o método
muito demorado e com alto custo. Uma abordagenogsédia 0 uso de micro-
organismos associados ao conhecimento da biologlacolar, no intuito de

gerar novos analogos halogenados (GOSS et al.).2003

Dessa maneira, no intuito de avaliarvivo a especificidade da
enzima PAL, assim como, avaliar a adicdo de amidoachalogenados no
metabolismo do fung®. brasilianum e como uma tentativa de producao de
metabdlitos secundarios halogenados via o caminmdso fenilpropandides, o
micro-organismoP. brasilianum foi cultivado em meio de cultura liquido
Czapeck, com a adicédo de 15 mg em trés frascoslelenteyer de cada um dos
aminoacidos halogenados: 4-bromo-fenilalanina;ofeefenilalanina e 4-fluor-
fenilalanina. Trés frascos foram mantidos como rebmtdo metabolismo do
fungo em meio liquido Czapeck. O experimento falirado de maneira
estética e posteriormente, sob agitacdo para caggaqualitativa.

Os extratos foram em seguida analisados via HBP/@AS nas
condicdes descritas no item 3.4.20 anterior. Narfigd.44, visualizam-se 0s
cromatogramas referentes ao controle (sem adicamdwacidos halogenados)
em comparacao ao cromatograma referente ao cdibifango em meio liquido

(particdo) suplementado com os diferentes aminoadidlogenados.
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FIGURA 4.44 -Cromatogramas referentes ao contije (cromatograma
referente ao cultivo com adicao de 4-bromo-femiiza (B); com a adicao de 4-
cloro-fenilalanina (C).

Observam-se diferencas significativas quando @mparam 0s
cromatogramas referentes ao controle, sem adic@mndeacidos halogenados
(Figura 4.44 A) e referente ao cultivo do fungo o liquido suplementado
com 4-bromo-fenilalanina (Figura 4.44B) e com aadide 4-cloro-fenilalanina
(Figura 4.44C). A diferenca mais significativa, retdnto, € o aparecimento em
16,37 min de uma banda cromatografica, conformealimado na figura 4.44B
e 0 aparecimento de uma banda cromatografica eg? Iinutos na figura
4.44C. As outras diferencas sdo de cunho quamttafias substancias ja

produzidas no controle pelo micro-organismo e nao melevantes para a
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discusséo, ja que o objetivo do estudo € verifecqroducdo de metabdlitos
secundarios halogenados.

Uma vez que estdo sendo realizadas andlises pat/HN-MS foi
possivel que cada banda observada nas analise#HRIOC/UV-MS fosse
relacionada ao seu respectivo espectro de massasaDnaneira, as bandas
cromatograficas no TIC (cromatograma de ions tpteegerente as bandas
cromatograficas em 16,37 minutos na figura 4.448 eninutos na figura 4.44C
foram processadas e o0 espectro de madshhss¢an pode ser observado na
Figura 4.45 abaixo.
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FIGURA 4.45 - Espectro de massas obtido para asbamd16 minutos (A);
Espectro de massas obtido para a banda em 14 sifid)to

A partir dos espectros de massas apresentaddagyura 4.45
anterior, visualiza-se a producdo de metabdlitosrs#arios com 42 unidades de
massa a maign/z 286 e m/z242) do que os padrdes adicionados no meio de
cultura liquido, 4-bromo-fenilalanina e 4-cloro4latanina respectivamente
(m/z244 em/z200). Verifica-se na figura 4.45A um ion isétoponceelacaan/z
288 numa proporcédo de 1:1, caracteristico da pcasda elemento bromo na

molécula ionizada. JA no espectro de massas atadsena figura 4.45B
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observa-se um ion com relagdz 244, numa proporcdo de 33% com relacdo
ao pico do ion molecular protonado, caracteristi@apresenca do atomo de
cloro na molécula formada.

Com o conhecimento de que o fungo produziu pessiwrodutos
de biotransformacéao, foram propostos experimentomtuito de determinar a
estrutura molecular destes produtos formados eahlzsu as transformacdes
realizadas pelo micro-organismo nas estruturas aulalees dos padroes
adicionados. Inicialmente, foram realizados expentos de HPLC/UV-MS/MS
para o ion de relacam/z 286 referente ao produto de biotransformacdo do
padrdo 4-bromo-fenilalanina e o espectro de ioodytos pode ser visualizado

na figura 4.46 abaixo.
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FIGURA 4.46 - Espectro de ions produtos para oyimode biotransformacéao
do 4-bromo-fenilalanina.

Em seguida, foram realizados experimentos via HBMAMS/MS
para o ion com relacdmn/z 242, produto de biotransformacéo formado a partir
do padrao 4-cloro-fenilalanina, o espectro de fmoslutos pode ser visualizado

na figura 4.47 abaixo.
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FIGURA 4.47 - Espectro de ions produtos para o astapN-acetilado
produzido a partir do padrao 4-cloro-fenilalanina.

A partir dos espectros de ions produtos refeseambs produtos de
biotransformacéo produzidos pelo fungo, visualizaperdas caracteristicas de
42 unidades (ceteno) de massa e 46 unidades da (@asto formico), propds-
se a partir dos dados uma possivel estrutura apaoolutos formados a partir
da biotransformacdo dos aminoacidos halogenadossttutura molecular
referente ao produto formado é apresentada naafiyd8 abaixo, e € resultado
de uma N-acetilacdo dos aminoacidos adicionados. O mecanisia

fragmentacao do produtd-acetilado pode ser visualizado na figura 4.49xabai

mOH
. HNW/O

FIGURA 4.48 - Estrutura molecular proposta pararosiutos formados.
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FIGURA 4..49 - Mecanismo de fragmentacao propoata ps molécula
acetiladas formadas.

No mecanismo de fragmentacao proposto visuaézaisialmente,
o rearranjo de hidrogénio, levando a saida de eetem respectiva perda de
massa de 42 unidades. Em seguida, observa-se acawgde hidrogénio e
correspondente saida de 46 unidades de massagntefet saida de uma
molécula de acido formico, conforme observado garéi 4.49. A partir do ion

com relagcdom/z 240 oum/z 196, observa-se um rearranjo de hidrogénio e
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consequente saida de ceteno, levando amfph98 oum/z154, correspondente
a perda de 42 unidades de massa.

Em estudos por espectrometria de massas, cadisimlementos
apresenta isétopos menos abundantes que levans gMehl+1]" e [M+H+2T
no espectro de massas. No caso do elemento braddoofosmados ions
referentes a [M+H+2]com intensidade de 1:1 com relagdo ao pico do ion
molecular. Ja4 quando nos referimos ao elementoo,clor ion [M+H+2]
apresenta intensidade de 33% com relacdo ao pidondmolecular protonado.
Neste sentido, existe uma ferramenta no softwisi@sglinx4.1) que gera o
espectro de massas com a proporcao isotopica daulBdrmolecular inicial
apresentada. Essa ferramenta foi importante nd@strutural dos produtos de
biotransformacé&o produzidos pelo fungo. Dessa mangerou-se um espectro
de massas considerando-se a N-acetilacdo dos antosahalogenados
adicionados a partir das férmulas moleculares dasst8ncias propostas
(C11H11NO3sBr) e (G1H11NOsCI) respectivamente, transformacao que levaria a
42 unidades de massa a mais nhas estruturas moéscuthbs padrbes
adicionados, assim como observado anteriorments. figaras 4.50 e 4.51
visualizam-se 0s espectros encontrados para osoaanios N-acetilados
formados pelo micro-organismo assim como 0s espeae massas com as

proporcdes isotdpicas sugeridas pelo software dipamento.
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FIGURA 4.50 - Espectro de massas obtido para oupoadb fungo (A) e
espectro gerado no software do equipamento panaralfa molecular
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FIGURA 4.51 - Espectro de massas do produto N{adetproduzido (A) e
espectro gerado no software do equipamento paka SIO:Cl (B).

Quando se compara o espectro de massas geradeqogbamento

gue apresenta o0 modelo isotopico sugerido pelovaodt (Figura 4.51B) com o
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espectro de massas do produto de biotransformagiiuzido pelo fungo a
partir do aminoacido halogenado (Figura 4.51A),eols-se que 0 composto
produzido apresenta o modelo isotdpico sugerido peftware do equipamento,
indicando aN-acetilagdo do aminoacido bromado adicionado ao uheicultura
do fungo, o mesmo resultado é visualizado nassasatio 4-cloro-fenilalanina-
N-acetilado.

Em seguida, aplicaram-se metodologias de anphsa posterior
purificacdo em escala preparativa dos produtos mérabsformacao de
interesse. Dessa forma, foram desenvolvidos sisteimaeparacao utilizando-se
uma coluna Synergi com eluicéo isocratica de Me(@dua e deteccéo por UV
(211 nm) para as andlises das fracdes referentesuliwo do fungoP.
brasilianumem meio liquido suplementado com 4-bromo-feniialame 4-cloro-
fenilalanina. Os sistemas foram desenvolvidos dease a melhor resolucdo
cromatografica das misturas, no menor tempo desaném um sistema com
reprodutibilidade.

Os cromatogramas obtidos a partir das analises H#LC

preparativo para as os extratos sao mostradosguaas 4.52 e 4.53 abaixo.

2004
4-bromo-fenilalanina N-

acetilado

L ~
IO R I

0

FIGURA 4.52 - Cromatograma obtido para as anabse$iPLC preparativo
referente ao cultivo do fund®. brasilianumcom a adic&o de 4-bromo-
fenilalanina.
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FIGURA 4.53 - Cromatograma obtido para as anabse$iPLC preparativo
referente ao cultivo do fund®. brasilianumcom a adicéo de 4-cloro-
fenilalanina.

Visualizam-se nos cromatogramas dos extratos lan@mto dos
metabdlitos de interesse, conforme assinalado msatogramas apresentados
(Figura 4.52 e 4.53). A caracterizacdo estrutuesttals moléculas é descrita a
sequir, a partir dos experimentos de RMN 1D e 2@sgntados abaixo.

Depois de purificada em HPLC preparativo, como aligado
acima, a substancia 4-bromo-fenilalanit@&cetilada produzida pelo fungo, foi
submetida as analises por RMN 1D e 2D para caizat@o e confirmacdo das
propostas baseadas em espectrometria de massedNa4.11, visualiza-se a
atribuicao dos sinais dos espectros de RMN.

No espectro de RMNH visualizam-se sinais et 7,12 e$ 7,41
(dubletos) referentes aos H-5 e H-9 e H-6 e H-§ewsramente, com
constantes de acoplamento de 8,4 caracteristicasapgamento orto entre os
hidrogénios aromaticos e, portanto, a substitudgianel aromatico é simétrica
e, 0 anel é para substituido. Os valores de intetambém sdo caracteristicos
de substituicao para.

O sinal emé 4,47 é referente ao H-2 que apresentou valor de
integral igual a um, coerente entdo com a atrilourg@lizada. Este hidrogénio
acopla com os dois hidrogénios H-3a e H-&B,15 ed 3,11 respectivamente,
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que sdo hidrogénios diasterotépicos, uma vez qoev&anhos ao centro
assimetrico em 2.

Finalmente, a atribuicdo do sinal referente ablHao foi trivial e
foi realizada com base em algumas discussbes tssara literatura. A
substancia brasiliamida B apresenta, como indicaaofigura 4.54 abaixo,
quatro conférmeros rotacionais devido a rapida eoracdo da ligacdo C-N
(FUJITA et al., 2002). Os pesquisadores atribuieate fato as medidas de NOE
diferencial, onde visualizaram que os valores ddodamento quimico para os
prétons do anel apresentavam mudancas de acordoacdimecdo do grupo

carbonila na acetamida indicada.

L

A L

FIGURA 4.54 - Confébrmeros rotacionais da brasildanB.

Neste sentido, foi visualizado que o compostmdpto daN-
acetilacdo do aminoacido 4-bromo-fenilalanina, poderesentar dois
conférmeros rotacionais em CR@evido a rotacdo da ligacdo C-N, conforme

visualizado na figura 4.55 abaixo.

O O
s 3,
4 2 6 4 2
HN. 10 9 NH
Br~ 7 8 ° N u Bro 7 8 111 10
O O
A B

FIGURA 4.55 - Rotameros encontrados em solucdoaatdostancia 4-bromo-
fenillalaninaN-acetilada.
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Foram visualizados, dessa maneira, sinais nacespge RMN'H
dos dois corférmeros rotacionais em temperaturaeartg para a substancia 4-
bromo-fenilalaninaN-acetilada. O primeiro sinal etn1,99 referente aos H-11
do rotamero A, enquanto o sinal en,23 é referente ao H-11 no rotamero B,
uma vez que os hidrogénios estdo blindados dewdplano nodal do anel
aromatico. Com a diminuicdo da temperatura, a éotdaende a ser menor e 0s

espectros poderiam ser obtidos com melhor resolucéo

COPHIVYUINS U D av

Pt e

r-—rr—rrrrrTr T 1T Tt T T T T T T T T T T T T
PPM 7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 24 2.0 1.6 1.2 0.8

FIGURA 4.56 - Espectro de RMNH do produto 4-bromo-fenilalaniris-
acetilado (CDGH400 MHz).

127



TABELA 4.11 - Atribuicdo dos
fenillalaninaN-acetilada,) (Hz).

sinais de RMRH a molécula 4-bromo-

Posicao

1

© 00 N O o~ wWwN

=
(@)

11 A
11 B

H
4,47 dd

A: 3,15 dd
B: 3,11 dd

7,11.d (8,4)
7,41 d (8,4)
7,41 d (8,4)
7,11.d (8,4)
1,99 s
1,23 s

13
158,3
70,5

39,4

121,2
131,2
131,6

134,6
131,6
131,2

150,2
23,1
29,6

HMBC

A molécula de 4-cloro-fenilalanind-acetilada também foi

analisada via RMN'H, mas ndo foram realizados experimentos de 2D.

Entretanto, com os dados de RN, e os dados obtidos anteriormente para a

molécula de 4-bromo-fenilalanindracetilada, a proposta anterior baseada nos

dados de espectrometria de massas foi confirmasadados da atribuicdo dos

sinais podem ser visualizados na tabela 4.12. Nacmia descrita abaixo, assim

como na molécula de 4-bromo-fenilalaniacetilada, visualiza-se a presenca

de dois conférmeros rotacionais (Figura 4.57), coesxrito anteriormente.

FIGURA 4.57 - Conférmeros rotacionais para a mdkde 4-cloro-
fenilalaninaN-acetilada.
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TABELA 4.12 - Atribuicdes dos sinais de RMN para a molécula apresentada
J (Hz).

Posicao H
1 -
2 4,61 dd
3 A: 3,33 dd
B: 3,09 dd
4 ]
5 7,23 d (8,4)
6 7,52 d (8,4)
7 -
8 7,52 d (8,4)
9 7,23d (8,4)
10 -
11 A 2,14 s
11 B 1,38 s

T T T T T T T T T T T T T T T T T
PPM 7.6 7.2 6.8 6.4 6.0 56 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 24 2.0 1.6 1.2 0.8

FIGURA 4.58 - Espectro de RMNH do produto 4-cloro-fenilalanink-
acetilado (CDG 400 MHz).
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No intuito de verificar outras possiveis modifidag no substrato
adicionado e a verificacdo da producdo de possimeimbolitos secundarios
halogenados, o fungB. brasilianumfoi cultivado em meio liquido Czapeck
suplementado com os aminoacidos halogenados estudabtl agitacdo de 120
rom. Os extratos gerados foram analisados nas mesowndicoes
cromatograficas e nas mesmas condi¢cdes de ionieagénficou-se a producéo
do mesmo produtdN-acetilado e, portanto, neste caso, o fungo fab apoi-
acetilacao no substrato.

Finalmente, no intuito de investigar a producéo naetabolitos
fluorados produzidos pelo micro-organismo, o fungo brasilianum foi
cultivado em meio liquido Czapeck suplementado ctbsmg de 4-fluor-
fenilalanina.

O comportamento do micro-organismo difere com céeaaos
outros aminoacidos halogenados adicionados, pdahognte com relacdo ao
crescimento e morfologia do fungo. Na figura 4.9%hig0, observa-se tal
comportamento. Nota-se que 0 micro-organismo teumcsescimento inibido

pela adicdo de 4-fluor-fenilalanina no meio deicalt

E X8

STYDENT.FLASK

FIGURA 4.59 - Cultivo do fung®. brasilianumem meio liquido suplementado
com 4-fluor-fenilalanina.
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Em seguida, os extratos de menor massa obtidesc{erento
inibido pelo aminoéacido fluorado) foram analisadoa HPLC/UV-MS, de
acordo com as condi¢des descritas anteriormentemd.4.20.

O cromatograma referente ao cultivo do fungo enonfiguido

com a adicao de 4-fluor-fenilalanina pode ser \lizado na figura 4.60 abaixo.

14.12

1.0e+2

9.0e+11

8.0e+1

7.0e+11

6.0e+1

AU

5.0e+1

4.0e+1

3.0e+11

2.0e+1H

1.0e+14

0.0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00

FIGURA 4.60 - Cromatograma obtido para o extrateremte ao cultivo do
fungo com a adicao de 4-fluor-fenilalanina.

O espectro de massahul scan processado a partir da banda
cromatografica que aparece no TIC em 14 minutossgapta uma relacau/z
226 que nado é verificada nos espectros refererdesoatrole, indicando,
possivelmente que o fungo possa eacetilado o padrdo adicionado (MM
183), uma vez que foi verificada uma relagadz 226 que representa 42
unidades de massa deslocadas do padr&o adicionado.

Em seguida, foram realizados experimentos degmuutos do ion
com relagcaam/z 226, o espectro pode ser visualizado na figurda 4laixo.
Verifica-se perfil de fragmentagcao semelhante acsmrados para os produtos
4-bromo-fenilalaninaN-acetilado e 4-cloro-fenilalanini-acetilado, indicando

gue o aminoacido fluorado adicionado fbacetilado.
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FIGURA 4.61 - Espectro de ions produtos para at&obs 4-fluor-
fenilalaninaN-acetilada.

Uma vez que o fungo teve seu desenvolvimentodaiba presenca
do aminoéacido halogenado adicionado no meio devoulhdo foi possivel a
purificacdo do produtdl-acetilado devido a baixa massa dos extratos.

Os experimentom vivo com a adicao de potenciais substratos para
a enzima PAL ao meio de cultivo do fun§o brasilianumindicaram aN-
acetilacdo dos substratos testados a qual parecenseimportante passo
biossintético na rota de formacdo das brasiliamidasa vez que todas as
estruturas de brasiliamidas isoladas sao N-acasildBigura 4.62), entretanto
em nenhum experimento detectou-se a formacao déidmaidas com estruturas

modificadas e halogenadas.
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FIGURA 4.62 -Estruturas moleculares das brasiliamid-F. Em vermelho a
N-acetilacdes apresentadas pelas molé:

Derivados de aminoacidos enantiomericamente pé@msis grand
interesse devido a versatilidacomo blocos construtores para a descober
novas drogas nas mais diversas areas terap¢. Na literatura, € descrito g
fenilalanina-metoxsubstituidas s&o elementos chave em uma class
inibidores proteasomicos para uma nova abordageanti@dimentos de cance
Derivados de aminoacidos apresentam diversas capiacacdes como bloct
construtores de inibidores de proteases, sdo mueass utilizados cormr
aditivos em alimentos, agroquimicos, detergentgsntas quelantes (BELLE
et al., 2008)e aplicacdes em abordagens combinatoriais para@lokerta d
novos potenciais farmacos. Ainda, os derivados meaacidos sdo muil
importantes em quimica organica sintética como maggede partida e auxiliare
quirais, naaacémicos. Uma grande vagem da producédo de derivados
aminoacidos por microrganismos € que 0s produtos de biotransform

apresentam elevada enantiosseletivid
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Dessa maneira, o fung®. brasilianumse mostrou um possivel
produtor de fenilpropandides e de enzimas envalvida producédo destes
compostos, uma maneira de provar o envolvimenterdgama PAL na rota
biossintética das brasiliamidas seria 0 estudondedobres desta enzima que
posteriormente adicionados ao cultivo, poderianeralft a producdo destes
metabdlitos secundéarios. Com este objetivo, bussgmogsiveis inibidores da
enzima Fenilalanina amoénia-liase produzida pel@dup. brasilianumatravés
da adicdo de diferentes compostos ao extrato etiegomébtido a partir das
células do micro-organismo. Os compostos testadomoc inibidores
enzimaticos nesta etapa do projeto estdo descrdolgeratura e apresentam
alguma porcentagem de inibicdo para a enzima PAidahk partir de diferentes
fontes enziméticas (http://www.brenda-enzymes.)nfdm seguida, foram
realizados ensaios de atividade quantitativos @atarminar a porcentagem de
inibicdo de cada um dos compostos adicionadostaat@xenzimatico.

A partir da comparacao das areas geradas paatprda reacao,
acido cinamico, tanto no controle (sem a adigcaoinit@dores) quanto nos
experimentos de inibicdo, pode-se determinar agptagem de inibicdo de cada
um dos compostos testados. A tabela 4.13 abaibesa@pta as areas encontradas,

assim como a porcentagem de inibicdo dos comptestzgios.

TABELA 4.13 - Porcentagem de inibicdo encontradaapeada um dos
compostos testados

- Area do acido Inibicdo da enzima
Inibidor testado
cinamico PAL (%)
Controle 13509795 -
MgCl, 13579094 0%
KCI 13159843 0%
FeCk 10307399 23,7%
CaC} 11859926 12,3%
CuCl, 21592 99,9%
CoClL 4400240 67,4%
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Verifica-se que os sais inorganicos CuU€lCoC} apresentaram as
maiores inibicbes da enzima PAL produzida gor brasilianum Estas
informacbes sdo importantes para entender o coamerito da enzima
estudada, principalmente, devido as diferentes cagiies comerciais
apresentadas pela enzima. As enzimas catalisamanménte todos 0s processos
que acontecem nas células e ndo deve ser surpnéengige os inibidores
enzimaticos estao entre 0s mais importantes agéarnmsacéuticos conhecidos.
O estudo de inibidores enzimaticos também forne@iosa informacédo a
respeito dos mecanismos enzimaticos e tem ajudadefiair algumas vias
metabdlicas. A enzima PAL por estar extensamenésepte em plantas e
ausente em animais, apresenta-se um alvo pronmasao desenvolvimento de
herbicidas e alguns inibidores de crescimento wabkggh vém sendo
desenvolvidos (RITTER & SCHULZ, 2004). A busca pubidores da enzima
PAL poderiam contribuir para a busca de herbicadeserciais.

Com o conhecimento de que o composto ¢irfibe a enzima PAL
expressa poP. brasilianum estudos metabdlicos foram realizados através da
adicdo deste sal inorganico ao meio de cultiv®’ dbrasilianum no intuito de
estudarin vivo o comportamento deste sal frente a rota biosgatélas
brasiliamidas e possivel inibicdo da biossintestedemetabdlitos.

As andlises por LC-MS dos extratos referentes wdtivae de P.
brasilianumem meio Czapeck suplementado com Gé@bm qualitativamente
comparadas as analises do cultivo contrd®e Rrasilianum cultivado em
Czapeck) e séo observadas na figura 4.63. Veskcgue nos experimentos
controle, a substancia brasiliamida /¢ 439) foi produzida com sucesso,
conforme esperado, entretanto, o sal inorganicolCadicionado no cultivo
levou a completa abolicdo da producdo deste meéimbsgcundario, como
indicado em vermelho. A inibicdo da producdo desibaanidas poderia indicar
a formacéo destes metabdlitos via a enzima PALentanto, os experimentos

apesar de indicativos ndo sdo comprobatérios, ipahmente pelo fato dos ions
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CU** terem inibidoa biossintese doutros metabdlitos sendarios do mici-
organismo. Além de fatos confirmarem a atividade antifin¢ e toxica deste
ion. Dessa maneirduturos experimentosenvolvendo delecdo gén sao

essenciais.

Cromatograma lon Extraido m/z 439: CuCl2 B
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FIGURA 4.63 -Cromatogramie ions extraidos da/z439obtido a partidas
analises do controle (A) e do fungo cultivado respnca de Cu, (B).

4.3 Obtencao do enzima PAL recombinant

Nos estudos anteriores, a atividade da enzima RAimeira
enzima da rota biossintética dos fenilpropandideavaliada através de ensa
enzimaticos com o extraproteicobruto gerado a partir das células do -
organismo, onde se visualizou a facdo do intermediario biossintético, ac
cindmico a partir do aminoacido Phe através de tok@mento por HPLC/U-
MS. As condi¢cdes da producado da enzima PAL P. brasilianun foram
otimizadas (meio de cultivo e inducao da produgd®AL ao adicionar Pl no
cultivo), assim como as condi¢cdes de incubacacedeado enzimatica, comc
temperatura, pH e tempo de incubacao. A esped@afieidla enzima PAL nati
também pode ser estudada, verifice-se que a enzima apresentou ativic

nos substratos testadaosclusive #uando como TAL (tirosina amoér-liase).
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Entretanto, a purificacdo da enzima PAL nativa ftdabtida com éxito e os
passos posteriores pareceram indicar que a coacéatda enzima nativa nao
seria suficiente para futuros estudos de caraatg cinéticos. Desta maneira,
verificou-se a possibilidade de obter a enzima P&dombinante, o que seria de
grande interesse, no intuito de gerar maior conf&@io com relacdo a atuacao
desta enzima no metabolismo do fulydorasilianum.

Neste sentido, seria de grande interesse estideEs das enzimas
envolvidas na biossintese das brasiliamidas (PAAKH @ OMT) no fungoP.
brasilianum visando um maior entendimento da associacdo & genético
entre fungo e seu hospedeiro. Devido as interessaplicacbes comerciais da
enzima PAL também seria de grande interesse oesisdndo um sistema de
expressao heterdlogo para o gene que codificaimamAL, no intuito de obter
a enzima recombinante expressa em grandes corgiggra

O estudo visando a prospeccéao de genes iniciaacoonstrucdo de
uma ou mais bibliotecas de cDNA (colecédo de fradoserme cDNA, que
caracterizam-se por ser moléculas de DNA compleanesnta um mMRNA e
representam as sequencias expressas em um orgasobnofluéncia de uma
determinada condicao do ambiente, em um determinamoento). A geragcao
de uma biblioteca de cDNA inclui, primeiramenteexracao de mRNA do
organismo de interesse, a sintese de cDNA a p@dowtimRNA, seguida da
clonagem das moléculas de cDNA em um vetor de gkmae a incorporacao
do vetor em uma bactéria para a sua multiplicag@angformacéo bacteriana).
Uma vez a biblioteca construida, o proximo pass@ sebusca de sequencias
por homologia dos genes de interesse, nos bancadadies publicos. Em
seguida, através da informacao obtida pode-se kasprimers degenerados
para triagem das bibliotecas de cDNA, analisadas @docalizacdo de um ou
mais genes de interesse, utilizando estratégiasardglificacdo por PCR
(MALONE et al., 2006). O crescente avanco da bwmimitica, aliado a
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capacidade computacional e velocidade de acesstemdt, facilitam muito a
busca de genes de interesse.

Visando estudos de clonagem e expressao da erzdthauma
parceria foi estabelecida com o Prof. Dr. Peterdlssada Universidade de
Cambridge, Inglaterra, especialista em pesquisaidssintese de produtos
naturais e biossintese combinatéria. A idéia ahiggara a obtencdo do gene
gue codificasse a enzima PAL para posterior clomage expressédo em
organismos heterélogos era a construcao da bibéiate cDNA. Com esta idéia
em mente, o primeiro passo foi obter ypmobe ou seja, parte do gene que
codifica a enzima PAL que nos guiasse dentro déoteba, uma vez que
estivesse construida e facilitasse a busca do dgsejado por hibridizacdo ao
probeobtido. Neste sentido, foram realizados inUmeliob@mentos (programa
Clustal-XY da sequencia de proteinas fenilalanina amérsa-liutativas em
organismos similares R. brasilianum (P. chrysogenune P. marnefféi em
busca de regibes conservadas na sequencia prgtaiea o desenho de
oligonucleotideos degenerados. O alinhamento atibzno desenho destes
oligonucleotideos pode ser observado na figura.4A84inaladas em colorido
estdo as regibes as quais foram utilizadas para omstracdo dos
oligonucleotideos degenerados, em vermelho e ret@eas regides utilizadas
para o desenho de oligonucleotideos sense e entlaro) azul escuro e verde

as regides conservadas utilizadas na construcaoligosucleotideos antisense.
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gil210072396|gb|EEA26485.1]

--—-MVNQSPQLAKAVELW-KLLQIRKKSGTYTLDGNSLTIADVVATSLY

45

9112125337511 ref|XP_002147032. ----MVNQSPQLAKAVELW-KLLQIRKKSGTYTLDGNSLTIADVVATSLY 45
911211585349 | emb|CAP93037.11 MILKRHSQSAHMNATLQLLGRVRDLKNKKRSIVLNGNDLDIASTVAVARE S0
9112100723961 gb|EEA26485.11 GCKPLLSQDPKINKDIQDSINVLFDHLAQGWYVYGVNTGFGGSADSRTEQ 95
gi1212533751| ref|XP_002147032. GCKPLLSQDPKINKDIQDSINVLFDHLAQGWYVYGVNTGFGGSADSRTEQ 95
gil211585349|emb|CAP93037.1] TJEPTISTDECI_HMEIS‘JDTLHD‘\,ISR/GJIYHRJTFFCGSHDTRTIIE 100
otk ik K 3k 1: kaz.k % s
9112100723961 gb| EEA26485.1] VIMLQASLMQHTQSGIISKAGNG-——-—- GTPDHVMPRAWVRAAMVIRCN 139
9112125337511 ref|XP_002147032. VIMLQASLMQHTQSGIISKAGNG--———- GTPDHVMPRAWVRAAMVIRCN 139
911211585349 | emb|CAP93037.1] LIDLQTHLLQFIQSGI ITTADKDPASNSERERSHVMELARVRARIVARTN 150
9112100723961 gb| EEA26485.1| STMRGHSAVSFEVVKAMAEFLGHDLTPIVPLRGSVSASGDLMPLSYVAGG 189
9112125337511 ref|XP_002147032. STMRGHSAVSFEVVKAMAEFLGHDLTPIVPLRGSVSASGDLMPLSYVAGG 189
911211585349 | emb|CAP93037.11 QNLRGHSATRKCVLKSLIDLLENDITPLIPLRGTISASGDLMPMAYIAGA 200
gi12100723961gb| EEA26485.1] LEGNPDILIQN---KEGTVLSAPEALKEAGLEFVILGPKEGLGLINGTSS 236
gi1212533751|ref|XP_002147032. LEGNPDILIQN---KEGTVLSAPEALKEAGLEPVILGPKEGLGLINGTSS 236
911211585349 | emb|CAP93037.11 IMGNEDVEVQVGKGAQATVMESSEALKMSGLSESGLGPKEGLGLINGTAR 250
gi1210072396|gb| EEA26485.1| SAGVGALVLANAHMLAFLTQLLTGSAVEALCGSSESFHPFIAETRPHPGQ 286
9112125337511 ref|XP_002147032. SAGVGALVLANAHMLAFLTQLLTGSAVEALCGSSESFHPFIAETRPHPGQ 286
911211585349 | emb|CAP93037.11 SAALASLALYNTQQLALLSQMLTAFASECLAGNVEWRHPFVEATRPHAGQ 300
9112100723961 gb| EEA26485.1| IECARNVYSFLRGSHLARDVLAPKNRRREDLVQDRYSLRSAPQWIGPQLE 336
9112125337511 ref|XP_002147032. TECARNVYSFLRGSHLARDVLAPKNRRREDLVQDRYSLRSAPQWIGPQLE 336
911211585349 | emb | CAP93037.11 TEVASNIRRFLKGSKEVVG-LESQEASGDGLCQDRYSTRTAPQWIGEYIE 349
I
911210072396 | gb | EEA26485.1] DLMLADQQLNIEINSSCDNPLIDS-—--—- ASNDIYYGANFQAASVTSAM 380
911212533751 | ref|XP_002147032. DLMLADQQLNIEINSSCDNPLIDS-—---- ASNDIYYGANFQAASVTSAM 380
911211585349 |emb | CAF93037.11 DLLLAQHQLEVELNSTSDNPLVDI SKQEDGSSGKVYSGGNFQARAVISAM 399
A kL Lk ok dokokdk Rk kk
911210072396 |gb|EEA26485.1] EKTRLVLQMFGKILFSQSFEMIDPNLSGGLPANLAADDESLSFMMKGVDV 430
911212533751 | ref|XP_002147032. EKTRLVLQMFGKILFSQSFEMIDENLSGGLPANLAADDPSLSFMMKGVDV 430
911211585349 |emb | CAP93037.11 DKARLATQMIGRMLWSQVIEMINPATNNGLEANLNAT-AQENFIMKGIDI 448
sk Rk swkzkziNzAE  AkAIR L Rk RRE K L % kkksks:
911210072396 | gb|EEA26485.1] NMAAYMAELAYLANPMSSHVQAREMHNQSVNSMALASARMSADAVDVIMK 480
gi|212533751|ref|XP_002147032. NMAAYMAFETLAYLANPMSSHVQAREMHNQSVNSMALASARMSADAVDVIMK 480
911211585349 |emb| CAF93037.11 NMSAYMSELAALVHPVSAHVMSAEMHNQGINSLALTSARRTMEAADLLAH 498
gil12100723961gb|EEA26485.11 MCACHIYVVCQALDLRALHLGFIKKVIEMIGDLTQK--LFS-ELASQDLQ 527
911212533751 |ref|XP_002147032. MCACHIYVVCQALDLRALHLGFIKKVIEMIGDLTQK--LFS-ELASQDLQ 527
911211585349 |emb | CAP93037.11 MSACHIYVSCQGVEIRANHLRFLSTLRTIMKDFTANGALYGLGLODSQLE S48
% _dededededek hk sookk wk k3 s Wo¥ ¢ : . * ..2%2
911210072396 |gb|EEA26485.1] TLQDTLGAHIGPSWSSTGKMDLEARCKSLINAITPILLDHIQGG-———- I 572
911212533751 | ref|XP_002147032. TLQDTLGAHIGPSWSSTGKMDLEARCKSLINAITPILLDHIQGG-———- I 572
911211585349 |emb | CAP93037.11 TLCTSLLPIVQSSWYRANSNIWKDRVLSVVDAVALAVNEFVASHSPDCSV 598

* % . % . * ok - . * YRR Y

FIGURA 4.64 -Alinhamento das seéncias de proteinas putativas PAL
organismos similaresP. brasilianumAs duas primeiras sequencias
homologas de PAL do funcP.marneffeia terceira sequencia é referen
proteina PAL deP. chrysogenum

A partir dos oligonucleotideos degerdos desenhados, cada
baseado em uma regiao conservadsequencia proteicdoram realizadas se
diferentes combinacbes de reacbes de PCKforme visualiz-se na figura
4.65.
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FIGURA 4.65 -Combinag6es doligonucleotideos degenerados utilizados
reacOes de PCR, assim como res_ultados obtidosiadzex reacdes 4,5 €
respectivamente.

Em seguida, com o objetivo de verificar a amplfiéa dos
fragmentos de PCR, efet.-se um gel de agarose 1% coraaon brometo de
etidio e revelado em transiluminador UV. Conforse obsera na figura 4.65
acima, houveram amplificagdes quando utilizadoigoaucleotideo PAL_Fw.
sense, que foi desenhado baseado na regidao calselvaitio ativo da enzin
com todas & combinacdes de oligonucleotidos -sense. As amplificacdes
parte do gene da PAL a partir de DNA gendmicoaado comdemplateforam
realzadas com sucesso. A Figura - mostra uma banda em torno de 900
800 bp e 500bp respectivamente, queo os tamanhosproximads dos
fragmentos do gene que codifica a PAL nas difesemtacoes de P(
realizadasO maior fragmento (9( bp), ou seja, o produto de PCR com m
informacéo da enzima PAL fpurificado e sequenciado.

A sequenciaobtida a partir dos resultados gequenciamen foi
submeida a analises dblast isso significa que foi possivel realizar u
comparacao daequenci em estudo obtida através de amplificacdo por
com a base de dados do NCBI. O resultadoblast indicou uma alta
similaridade com a enzima PAL de diferentes orgaoss onforme se obsen

na figura 4.66 abaixo.
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Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200
@ ue | m—
I | | | | |
1 150 300 150 600 750

| Dkt I Total score | Query coverage |_. E value Max ident Links
Aspergillus flavus NRRL3357 phenylalanine ammonia-lyase, putative, mRN 233 233 81% le-57 69% |G}
Aspergillus oryzae RIB40 phenylalanine ammonia-lyase, mRNA 224 224 81% 6e-55 68% E
Asgerglllus Qryzae RIB40 DNA, SCO0S 224 224 81% 6e-55 68%

48.1 Aspergillus terreus NIH2624 phenylalanine ammonia-lyase (ATEG_09127) 149 149 84% 4e-32 66% E
TPA: TPA_reasm: Aspergillus nidulans FGSC A4 chromosome II 129 129 90% 3e-26 66%
Aspergillus nidulans FGSC A4 hypothetical protein AN3897.2 partial mRNA 129 129 90% 3e-26 66% |G|

63.2 Aspergillus niger CBS 513.88 phenylalanine ammonia-lyase, mRNA 123 123 83% le-24 65% E
Aspergillus niger contig An13c0080, genomic contig 123 123 83% le-24 65%

4.1 Aspergillus oryzae RIB40 phenylalanine ammonia-lyase, mRNA 100 100 49% 2e-17 67% |G}
Aspergillus oryzae RIB40 DNA, SC026 100 100 49% 2e-17 67%
Neurospora crassa OR74A hypothetical protein partial mRNA 98.7 98.7 27% 6e-17 71% U G M|
Penicillium marneffei ATCC 18224 phenylalanine ammonia-lyase, putative 95.1 95.1 48% 7e-16 67% E
Talaromyces stipitatus ATCC 10500 phenylalanine ammonia-lyase, putat 87.8 87.8 65% le-13 65% |G|
Sordaria macrospora k-hell hypothetical protein (SMAC_05651), mRNA 86.0 86.0 27% 4e-13 69% |G}
Aspergillus terreus NIH2624 phenylalanine ammonia-lyase (ATEG_10006) 69.8 69.8 27% 3e-08 69% |G}
Thielavia terrestris NRRL 8126 hypothetical protein (THITE_2117925) mR 66.2 66.2 27% 3e-07 67% |G}
Thielavia terrestris NRRL 8126 chromosome 3, complete sequence 66.2 66.2 27% 3e-07 67%

4.2 Aspergillus niger CBS 513.88 phenylalanine ammonia-lyase, mRNA £6.2 66.2 14% 3e-07 75% |G}
Aspergillus niger contig An08c0190, genomic contig 66.2 66.2 14% 3e-07 75%
Thellungiella halophila mRNA, complete cds, clone: RTFLO1-04-P20 64.4 64.4 8% 1e-06 82%

S.1  Puccinia graminis f. sp. tritici CRL 75-36-700-3 phenylalanine ammonia-ly 62.6 105 43% 4e-06 69% |G|
Craspedia glauca isolate K8e3 A40 locus genomic sequence 62.6 62.6 7% 4e-06 85%

Craspedia glauca isolate K8g11 A40 locus genomic sequence 62.6 62.6 7% 4e-06 85%
Craspedia glauca isolate K8g10 A40 locus genomic sequence 62.6 62.6 7% 4e-06 85%
Raoulia eximia isolate rds365b3 A40 locus genomlc sequence 62.6 62.6 4e-06 85%

FIGURA 4.66 -Resultado dblastdo fragmento de PCR obtido no esti
mostrando a amplificacao de parte do gene queica@dfPAL

Baseado nos resultados obtidos |-se afirmar que o fungP.
brasilianumapresenta ao menos um gene que codifique a enZvban® seu
genoma e foi possivel entdo partir para os proxipassos para obtencéo
gene completo para posterior clonagem, expresséstuglos de atividade
cinética enzimatica visando um maior entmento da funcdo da enzima P.
no metabolismo do microrganismo.

O procedimento para a construgcdo da biblioteca DB&AC
demandaria tempo e um investimento alto. Nestaaetiaptrabalho avalic-se
entdo a possibilidade disequenciamentodo genoma comple de P.
brasilianum o qual geraria informacao a respeito do genecgadica a PAL
conforme o objetivo do estudo e ainda geraria raudgatras informacoe
importantes no estudo deste m-organismo. O fungo endofiticPenicillium

’

brasilianum vém sendo ¢udado no laboratério LaBioMMi ha : anos e
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representa uma potencial fonte de metabdlitos si&cias bioativos. Devido ao
vasto metabolismo deste organismo e a producadotdessantes metabdlitos
bioativos, uma parceria foi estabelecida com difiacle de sequenciamento da
Universidade de Cambridge, com o objetivo de segaesrento do genoma do
micro-organismo visando maior entendimento da bitsse dos metabalitos
secundarios ja identificados, assim como, o estiedgenes biossintéticos e suas
funcodes, regulacdo destes genes e expressao dmasnzelacionadas. O
sequenciamento do genoma do micro-organismo podamaa revelar
informacBes a respeito de potenciais clusteressibitgsicos de metabdlitos
secundarios silenciados que ndo sdo produzidos amigbes padrdo de
fermentacao.

Desta maneira, o0 genoma do furigdorasilianumfoi sequenciado.
O processo deassemblydo genoma foi realizado em parceria com o Dr.
Makiyan Samborskyy, especialista em bioinformaticagrupo de Biossintese
de Policetideos Antibidticos, no Departamento degBimica da Universidade
de Cambridge. A partir dassemblyinicial, determinou-se o tamanho do
genoma em aproximadamente 32,690,287bp e o nuneeoordigs total em
5263.

O auxilio do especialista Dr. Makiyan Samborskgg mnalises e
anotacao inicial do genoma nos possibilitou reelizaa busca através de um
site deblast interno da Universidade que apresentava toda amaicdo do
genoma deP. brasilianumrecém sequenciado. Isso possibilitou a comparacao
da parte do gene da PAL obtido anteriormente airpdas amplificactes
utilizandoprimersdegenerados (900 bp) com toda a sequencia do getheit
brasilianum facilitando a busca do gene de interesse.

O resultado das pesquisas ldast conforme observado na figura
4.67 indicou a presenca do gene completo que caddi enzima PAL, sua
localizagdo nacontig assim como se pode verificar um Unigg indicando a

existéncia de apenas um homélogo do gene que @mdifienzima PAL no
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genoma dé°. brasilianun, diferente de organismos como o furP. marneffei
gue apresenta dois genes que codificam enzimas no seu genon. A
sequenciaobtida foi tradu:da e a sequencide aminoacidos olda como
observada na figura 4. abaixo.A partir da sequencia de aminoacidos
enzima PAL podese prever o tamanho dos mondémeros da proteina R/AP.
brasilianumem 59kDa, tamanho relativamente pequeno quando coido a

outras enzimas PALSs isoladas de diferentes fungsesriias na literatur:

Distribution of 1 Elast Hits on the Query Sequence

Mouse-over to show defline and scores. Click to show alignments
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MLVRCNSLLRGHSAVRQOVIEYICNFLONSEFTPVVPLRSISASGDLMPLAYTAGALQOGN
PDISVHKLNGDIIRADQALKELNLKPLVYGPKEGLGLLNGTAFSCGAASLILFEANQLLL
LSQVLTAMGTEAMLGMICNYHPEFIAATRPHEGOVEAAKNIEFDEFLLDSKLATIPASSGODGL
AQDRYALRTSSQWIGPQIENMRLALQOVOTELNSTTDNPLINLEDGNIYHGGNEQAVAIT
SAMEKTLSTMOMIGKMVESQCSELLNPTLSNGLPPNLCMEDPSLSFAFKGIDINMAAYTS
FELGYLNHPISNHVOSAEMHNQALNSLAFIGCRYAGDAVEILSLMTATYLYVLCQAVDLRA
LHAEFVKVARPMVDELTASACSKEHVHLESTKSVIWEELMOHWLKNSTRDLCDRCATSAN
RSAGVLLDNLPPETGISQEGVIROWKSSVSGVLORTYETTRNKEFLSSSTTKKYLCTSSQOK
LYKEVREDLNVPAYSEFGLNSPLCODDYEGKETIGSQISKIYTALREEREFRDTLLSCW

FIGURA 4.67 -Resultado das analises no siteblastinterno contendo
genoma dé. brasilianun em comparacao ao amplicabtido anteriorment
(fragmento do gene PAL). Abaixosequenciale aminoacidos da enzima P,
deP. brasilianum

Alinhamentos disequenciale nucleotideos da proteina PALP.
brasilianum obtida neste estudo em comparacdo a outras prot®iAl de
organismos similares, indicaram a possibilidade dene apresentar introns,
seja, regidbes que nao codificam para a sintesealeima e sdo removidas
processo deplicing em organismosucariotos. O glicing € um processo gt

remove o0s introne junta oséxons depois da transcricdo RNA. Portanto, o
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RNA mensageiro € o intermediario chave na expreg8éica e atua na traducao
do DNA em aminoacidos para a sintese das protddesta maneira, diante da
possibilidade de o gene que codifica a enzima Pgdesentar introns, fez-se
necessario iniciar os experimentos a partir do mR#no templatepara a
amplificacdo do gene que codifica a PAL para ostgpmses estudos de
clonagem e expressao génica.

A extracdo de RNA total foi realizada a partir massa fangica
congelada a -80 °C com auxilio do kit RNeasy PIrtihi seguindo as
especificacdes do fabricante. Foram realizadas dxaacoes de RNA total,
partindo-se de uma média de 110-130 mg de micélifudgo em estudo em
cada extracdo. A quantidade de RNA total foi adalia partir de JuL de
amostra por espectrofotometria, utilizando-se aepa NanoDrop ND-1000
(NanoDrop®). Os valores obtidos de A260/A280, A2LB0 bem como as

concentracdes das amostras de RNA total estaoceapadss na Tabela 4.14.

TABELA 4.14 - Valores e médias de A260/A280, A26P3@ e concentracdes
das amostras de RNAtotal.

Tubo 1 Tubo 2
A260/280 2.23 2.19
A260/230 2.49 2.43
Concentracéo (nguL ™) 902 403

A qualidade do RNA é analisada com base na relat#o
absorbancia A260/A280 e A260/A230. Um RNA pode sarsiderado puro,
livre de proteinas, se A260/A280 8 (SAMBROOK & RUSSELL, 2001).
Também pode ser considerado livre de solventesnimag se A260/A230 >
1,5. Conforme observado na tabela 4.14 acima,gmRINAS totais extraidos, a
média da razdo A260/A280 foi de 2,21, indicanda plireza e qualidade dos
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RNAs obtidos. O rendimento de RNA a partir de unéaliam de 120mg de tecido
teve média de 652 ngd.-1. Os valores obtidos das razbes A260/A280 e
A260/A230 indicam que os RNAs totais extraidos podser considerados
puros, encontrando-se livres de proteinas, e qumétodo de extracao
utilizando-se o kit RNeasy Plant Mini foi eficierpiara o isolamento dos RNAs
e para a manutencao da integridade dos mesmos.

A confirmacao da integridade e da qualidade dassaas foi feita
por fluorimetria em um equipamento Agilent 2100 d&ialyser, e pbde-se
verificar a qualidade do RNA no eletroferogramaeapntado na figura 4.68
abaixo. As extracbes de RNA total resultaram endytas integros, onde
podem ser observadas as bandas correspondentesagi®esf de RNA
ribossémico 28S e 18S indicando que os RNAs sdqudédade e ndo estéo
degradados.

TF_P_brazillianum_totalRNA

400
300
200 . —

100+

25 200 1000 4000 [nt]

FIGURA 4.68 - Eletroferograma do RNA total extraftP. brasilianum

O padrdao de eletroforese sugere ndo haver exabsssal ou
proteina. O cuidado na aquisicdo das amostragijfecagdo correta, bem como
uma boa qualidade do RNA s&o considerados muitori@ptes na continuagao
do trabalho, jA que muitos dos problemas que podfatar o experimento
podem comecar nestas etapas.

O proximo passo do estudo foi entdo a transcng@ersa associada

a reacdo de PCR, RT-PCR. Esta técnica se bassiateae de cDNA sobre um
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molde de mMRNA realizada pela enzima transcriptasesrsa, seguida (
amplificacdo por meio de PCR. Na reacao d-PCR, RNA molde é duplicac
com a geracdo de uma fita de DNA complementar (cCPMAsequencia de
cDNA de interesse é entdo amplificada exponenciakengsando PCF

A construgao do cDNA que codifica a enzima PAL realizade
com auxilio do kit cDNA synthesis da Roche seguirado instru¢cdes o
fabricante. Uma vez obtido o cDNA, este foi ampéfio usndo PCR. Os
oligonucleotideos usados na amplificacdo da PAL rgacdo de polimerase ¢
cadeia (PCR), foram: PAL_Fw_pet28Ntag sen-AGC TGA GGA TCCtta
gtg cga tgc aac tc3- e PAL_Rev_pet28Ntag a-sense 5AGC TGA AAG
CTT cta cca gca act gag «3’.

Os sitios para as endonucleases de restricdo sgtfinhados na
sequenciasacima sendo que, as enzimas utilizadas fcBam HI(G|GATCC)
e Hind Il ( AJAGCTT). A deteccéo dos produtos de PCR foi reafizamnlaveé:
de gel de agarose, conforvisualizados na figura 4.69 abaixo.

gDNA cDNA

2,0kbp
1,5kbp
1,0kbp

FIGURA 4.69 -Gel de agarose 1% das reacdes d-PCR em comparacac
reacdo de PCR com o DNA genom Marcador 1Kb plus (Fermente

A amplificacdo do gene da PAL a partir do cDMbtido foi
realizada com sucesso, conforme se ola na figura acima. A Figura 4.
mostra uma banda em torno de 1 pb, que é o tamanho aproximado do ¢
gue codifica a enzima PAL. Apés a digestdo de andbosserto (produto d
PCR) e o vetor, o genea PAL foi entdo clonado nos vetores de expre

PET28ae pETSUMO e ambos os plasmideos confirmadosequenciamen.
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Apoés a confirmacdo do plasmideo correto carregangene que
codifica a enzima PAL, este foi transformado emsdoepas dé&.coli, C41 e
BL21(DE3), para dar inicio aos estudos de expredsdproteina em estudo.
Inicialmente, a inducdo da expressédo foi feita cdgh M de IPTG a 25 °C
durante 16 h. Inicialmente, realizaram-se experto®entilizando o vetor pET
28a. A utilizacdo do vetor pET28a permite a ex@esta proteina de interesse
em fusdo com uma cauda de seis moléculas de hatpermitindo o auxilio da
cromatografia de afinidade nos processos de pacéic. A massa celular
bacteriana obtida nos processos de expresséo fessuspendidas em tampéo
de sonicacédo e sonicados em amplitude 20 mA dutaménutos. As fracoes
soltveis e insoluveis do produto lisado foram segas por centrifugacao e as
amostras obtidas foram analisadas em SDS-PAGE 15%.

Em seqguida, os sobrenadantes foram purificadognoonatografia
de afinidade em uma coluna contendo resina de Inigrameiramente, o
sobrenadante foi adicionado a coluna e recolhitlat@. Em seguida, foram
aplicados cinco volumes de tampao de sonicacédofmacao recolhida foi
denominada eluato 1. ApGs esse processo, foi adidmo tampdo de sonicacéo
acrescido com concentragdes crescentes de imidizohM, 80 mM, 100 mM,
150 mM, 200 mM, 250 mM e 500 mM. As fracdes obtidagurificagcao foram
analisadas em SDS-PAGE 15%.

A figura 4.70 mostra os géis de poliacrilamida mlocesso de
inducdo a 25 °C da expresséao da proteina PAL mesde4l e BL21(DE3) de
E.coli respectivamente, assim como as fracOes obtidasrtet ga aumento

crescente de imidazol no processo de purificacao.
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FIGURA 4.70 -Gel de SD-PAGE do processo de purificacdo dos extratc

expressao nas cepas C41 e BL21(DEGSE.colirespectivamente. Os nimel

indicam: 1- Total; Z=luato;3-Eluato 1; 4-40 mM; 5- 80 mM;-600 mM; 7-150
mM; 8-200mM; 9- 250 mM; 10- 500 mM; 1precipitadc

Os géis de SDS mostrados na figura indicam quetaipa nao fo
expressa de forma soliuvel em ambas as cepaE coli testadas para a
expressao, isso pode ser verificado pela auséecianth bandiproteica com
massa molecular de aproximadament¢ kDa, tamanho esperando par:
proteina PAL fusionada com uma cauda de histidhaisualizacdo do gel r
figura 4.70 acimandica ainda a presenca de uma beproteici com tamanho
esperado da PAL na fracdo do precipitado o na expressdo de PAL na ce
BL21 (DE3), indicando que a proteina pode ter sido esgarena form
insolavel.

Uma possivel alternativa para o probl de insolubilidade d
enzima PAL foi a expressdo da enzima cepa BL21(DE3) com inducé:
durante 16h a temperatura de °C, uma vez que existem relatos que a m
temperatura de inducao puwia facilitar o processo de enovelamento da prot
e consequentementesultar er incrementos de solubilidade.

A figura 471 mostra o gel de poliacrilamida obtido no process
inducdo a 15C da expressao da proteina PAL na cepa (DE3) deE.coli,
assim como as fracOes obtidas a partir do aumeaetiente de imidazol n

processo de purificacéo.
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FIGURA 4.71 -Gel de SD-PAGE do processo de purificacdo dos extratc
expressao na cepB&21(DE3) deE.colia 15°C. Os numeros indice 1- Total;
2-Eluato; 3-Eluato 1; 4C mM; 5- 80 mM; 6-100 mM; 7-15M; 8-200 mM;

9- 25C mM; 10- 500 mM; 11-precipitado.

De acordo com o gel de polrilamida nostrado na figura 4.6
verifica<se que uma proteina com tamanho aproximado a enPifia foi
expressa de forma soluvel sobcondices de inducédo a 16 de temperaturi
conforme comprovado pela presenca de uma biproteicc com tamanho
esperado de 6KDa. As fracOes ' 7, 8 e 9 foram reunidas e concentracA
concentracdo fiial da proteina foi avaliada pelo métod« Bradforc (1976) e
verificou-se uma concentragéo de 0,7 mL™ num volume final de 1( pL.

Os resultados indicam que a enzima em estudo foesga e que
processo de pdicacdo foi eficiente com o auio da cromatografia d
afinidade. Entretanto, a conceacao final proteicalcancada foi muito baix
impossibilitando os posteriores estudos de atiedadzimatica. Avalic-se
dessa maneira a utilizacdo do vetor pETSUMO qusilpibta a expressao
enzima em estudo fusionada a uma proteina SLo que podria resultar no
aumento d solubilidade de proteinas parcialmente sol expressasem E.
coli. O gene que codifica a enzima PAL foi entéo clonaa vetor pETSUMO

posteriormente, o plasmideo foi expresso em BLZHI3)Dcepa que apresent
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melhores redtados de expressdo conforme verificado anteriotener\
temperatura de inducéo utilizada foi de °C conforme otimizada nosstudos
anteriores. A figura 4.7&hostra o gel de poliacrilamida obtido no process
inducdo a 15°C da expressdo do plasmideo pETSUMO _PAL na

BL21(DE3) deE.coli, assim como as fracbes obtidas a partir do aun

crescente de imidazol no processo de purifici

75kDa

50kDa

FIGURA 4.72 -Gel de SD-PAGE do processo de purifig&o do extrato d
expressao na ce@.21(DE3) deE.colia 15°C. Os numeros indice 1- Total;
2-Eluato; 3-Eluato 1; 40 mM; 5- 80 mM; 6-100 mM; 7-15M; 8-200 mM,;

9- 25C mM; 10- 500 mM; 11-precipitado.

O gel de poliarilamida mostrado na figura 4.Tdica melhora no
niveis de expresséo da enzima PAL quando fusioaastaa proteina SUMO.
aumento da solubilidade da proteina estudada é&elisio gel conformu
observamos no aumento da intensidade da bproteicareferente a enzirr
PAL, agora com nesa molecular de aproximadamenl kDa devidoa fusao
com a proteina SUMO (~1kDa).

As fracbes 5 a 9 obtidas foram reunidas e conatadraA
concentracdo fiial da proteina foi avaliada pelo métod« Bradforc (1976) e
verificou-seuma concentracdo 6 mg.mL* num volume final de 5( pL, a
proteina apresentou alto grau de pureza indicaratulg eficiéncia da coluna

niquelno processo de purificacdo. Portarverificouse grande aumento n
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niveis de expressao da enzima recombinante e &siy® prosseguir com 0s
estudos de atividade e caracterizacdo enzimatica.

A enzima PAL recombinante pura foi avaliada atsagté analises
por LC-MS num equipamento com analisador ion trapSé como fonte de
ionizacao, utilizando uma coluna C4 e um gradielg#eagua e acetonitrila. A
figura 4.73 abaixo apresenta o cromatograma obtndiicando o alto grau de
pureza da enzima, e 0 espectro obtido por decoc@&olundicando a massa

molecular da enzima isolada (~71 kDa).
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FIGURA 4.73 - Cromatograma e espectro obtido popdeolucdo da proteina
PAL recombinante isolada, respectivamente.

O espectro de massas observado na figura 4.78ainglie a
proteina analisada apresenta MM de aproximadani@®i8Da, o que esta de
acordo com a massa molecular tedrica calculadaxfAgy (71.019). Desta
maneira, a enzima recombinante foi expressa de imasatisfatoria, em altas
concentracdes e purificada com apenas um passardeatao, obtendo alto

grau de pureza. Os estudos de atividade foram entdados.
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Os ensaios de atividade preliminares da enzima fedambinante
fusionada a uma proteina SUMO e purificada porigrad de imidazol por
cromatografia de afinidade em niquel, foram andtisavia LC-MS visando
deteccdo do produto de reacdo, entretanto, ndpofsivel detectar atividade
para a enzima recombinante pura. Os extratos btatokém foram avaliados
com relacdo a atividade da enzima, entretanto esltagos preliminares
também indicaram a auséncia de atividade. As pgdpsrde proteina, substrato
e tampéo foram modificadas, assim como a temperauo pH da reacéao,
porém nenhuma atividade foi detectada.

Outros tampbes de sonicacdo foram testados cadigio de
diferentes agentes redutores (5 nfiMnercaptoetanol, 1 mM TCEP, 5 mM
TCEP, 1 mM TCEP + Phe), ja descritos para enzinfds irecombinantes de
outros organismos (POPPE & RETEY, 2005), porémaradises indicaram e
auséncia de producéo do produto da reacdo enzavé@fiortanto, a inatividade
da enzima recombinante estudada.

Uma possivel causa para a falta de atividadécasta nos ensaios
enzimaticos poderia ser 0 mau enovelamento daipeotxpressa eff. col..
Dessa maneira, o tamanho correto e o0 estado olgmné&a enzima
recombinante poderia apresentar indicios da coffimt@macdo da estrutura
guaternéaria da enzima em estudo. Estes paramenars favaliados através de
analises por filtracdo em gel utilizando uma col8280 com eluicdo isocrética
com tampéo Tris pH 8.0 e 0.2 mM NaCl (Figura 4. T4na vez que o volume
de eluicdo da proteina na cromatografia de exclusadeterminado pelo
tamanho da proteina, pode-se a partir de uma darealibracdo (curva padréo)
utilizando vérias proteinas de massa conhecidarmdet@ o tamanho da

proteina de interesse.
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FIGURA 4.74 - Cromatograma obtido a partir de aedlida proteina PAL
recombinante por filtracdo em gel.

A partir do volume de eluicdo observado nas aedlie com o
auxilio da curva de calibracdo construida a pairproteinas de diferentes
tamanhos, pode-se determinar que a enzima recomwbinsolada apresenta
tamanho >200 kDa. Descricdes da enzima PAL naatilest produzida por
diferentes organismos evidenciam a estrutura demen@zomo um tetramero, e
portanto, o0s resultados parecem indicar que aeimetPAL recombinante
expressa apresenta-se na forma de tetramero. D@ssa, indicando que a
estrutura terciaria da enzima foi aparentementgetada de maneira correta.

Excluida a davida com relacdo ao mau enovelaméatenzima
PAL em estudo, verificou-se a possibilidade da aadel histidina e a proteina
SUMO ligadas ao N-terminal da enzima PAL recombieastarem de alguma
forma interferindo na atividade enzimatica. Veofiese esta hipétese através do
desenvolvimento de duas novas construcbes no vpir24(+), que
possibilitassem a expressao da enzima PAL recomigrfasionada a cauda de
histidina no C-terminal da proteina em estudo dainma segunda construcéo
que possibilitasse a expressdo da enzima recontbirsm nenhuma fuséo
através da adicdo de um codon terminadorprimer reverso utilizado na

amplificacéo do gene em estudo. O mapa do vetoRpf) utilizado nas duas
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novas constru¢cdes pode ser observado na figura ds/Sitios de restricao
utilizados neste caso foraBamHI| e Hindlll Ambas as construcbes foram
transformadas em BL21 (DE3), cepa bacteriana queseptou melhor

rendimento da expressdo de PAL recombinante na aforsollvel.

Posteriormente, os extratos brutos gerados, forabmetidos a ensaios
enzimaticos. Mais uma vez 0s extratos resultantes ehsaios enzimaticos
utilizando como fonte enzimatica os extratos brutddidos a partir das
expressoes em BL21 (DE3) das constru¢des com fissgauda de histidina no
C-terminal e a construgcdo sem fusdo, nao foramtiposi com relacdo a
producédo de 4cido cinamico a partir do aminoactue, lxdicando que as fusbes

nao interferiam na atividade da enzima estudada.

T7 promoter primer #69348-3
Eag| .
lac operator BamH | EcoR | Sacl _Sall Hindlll _ Notl  Xhol HisTag
GGGAAT TG TGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGEA CGAATT CTCCGTCGACAAGCT IGCGECCECACTCGAGCACCACCACCACTACCAC

Bpu1102 |

T7 promoter

Sty T7 terminator
o sl el edele] CCTCT [GAGGER

]

T7 terminator primer #9337-3

PET-24(+) cloning/expression region

FIGURA - 4.75- Mapa do vetor pET24(+).

Diante do sucesso na obtencéo de atividade stodas da enzima
PAL nativa obtida das células de@. brasilianum conforme relatado
anteriormente, e diante dos fracassos com relacBéLlarecombinante, foi
proposto um experimento onde a lise celular delaldeE. coli BL21 (DE3)
ocorreu exatamente no mesmo tampao utilizado eacktular das células do
fungo P. brasilianumcomposto por 50 mL de tampao tris-HCI 25 mM, pH 8,8
EDTA 1 mM; sacarose 250 mM ; DTT 15 mM; PVPP 2 acalo ascorbico 40
mM. O extrato proteico brutde P. brasilianumambém foi gerado como forma

de controle das condicfes de lise e ensaios enzogvaEm seguida, 0s extratos
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brutos gerados foram submetidos a ensaios enzoeatmnforme descritos no
item 3.4.13 e analisados por LC-MS.

A figura 4.76 abaixo apresenta as andlises abtita LC-MS dos
ensaios enzimaticos utilizando como fonte protes&xtratos brutos gerados a
partir da expressédo das construcbes com a fusadipaho N-terminal da
enzima PAL recombinante (Figura 4.76A); poli-his @eterminal da PAL
(Figura 4.76B) e a enzima PAL sem fuséo (Figur&@)7 Verifica-se ainda na
figura 4.76D os resultados das reacdes enzimataaso extrato proteico bruto
obtido a partir das células d@ brasilianum (PAL nativa), utilizado como
controle positivo da reacdo, assim como verificaseanalises do padrdo de
acido cinamico indicando o tempo de retencdo dopecsto afim de se
determinar a producdo do produto de reacdo enzianpgtir comparacao (Figura
4.76E). Observa-se na figura ainda a reacéo erzarzintrole (extrato bruto +
tampdo sem a adicdo do substrato enzimatico-PFKa), d& garantir que a
conversdo em 4&cido cinamico era de cunho enzim&fiigura 4.76F).
Conforme visualizado na figura 4.76 abaixo, asiseside deteccao seletiva por
LC-MS do é&cido cinamico, produto da reacdo enzraatindicaram atividade
dos extratos brutos no caso de todos os experisipndpostos, indicando que o
tampao de lise baseado no tampao de extracao daaenativa funcionou de
maneira satisfatoria, indicando que as concentsagfias de agentes redutores,
no caso 15 mM de DTT, s&o primordiais afim de obteidade da enzima PAL
recombinante, conforme alguns pesquisadores jaimaxéportado (POPPE &
RETEY, 2005).
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FIGURA 4.76 - Analises por LC-MS das reacfes entitad obtidas a partir da
expressao das diferentes construcfes obtidas (@QdResnzimatica utilizando o
extrato bruto obtido a partir da expresséo da cogdb com SUMO e poli-his
N-terminal da enzima PAL recombinante, (B) Reag@orneatica utilizando o
extrato bruto obtido a partir da expressao da cegébd com poli-his C-terminal
da enzima PAL recombinante, (C) Reacao enzimatiizamdo o extrato bruto
obtido a partir da expresséo da construcao comienarPAL recombinante sem
fusdo, (D) Reacédo enzimatica utilizando o extratiwdoproteico obtido a partir
das células dB. brasilianum (E) Acido cindmico padr&o e (F) Reacg&o controle.

Uma vez obtidos os extratos brutos ativos coracéel a enzima
PAL em todos os experimentos preliminares de egpceslas construcoes
plasmidiais apresentadas, optou-se por trabalhamn @ construcdo em
PETSUMO, caracterizada pela cauda de histidingreteina SUMO fusionadas

ao N-terminal da enzima PAL, devido as altas comagedes da enzima
156



recombinante expressa na forma solavel. O passerposfoi caracterizado
pelas tentativas de purificacao visando a obtededenzima PAL recombinante
pura e ativa para posteriores estudos de caramtédzbioquimica, partindo-se
dos extratos brutos que apresentaram atividade.

As purificagdes iniciais envolvendo a utilizagd@ cromatografia
de afinidade em resina de niquel e gradientesamess de imidazol, resultaram
na proteina PAL recombinante com altos graus dezaucomo desejado,
entretanto, ensaios enzimaticos preliminares indinaa auséncia de atividade
na enzima pura por esta metodologia de purificesfiedada.

Inimeras tentativas de purificacdo da enzima Pédombinante
foram realizadas, todas sem sucesso. Frente asldide apresentadas, buscas
na literatura relacionadas ao mecanismo de acadendana indicaram que a
reacdo enzimatica ocorre via uma reacado do tipdeFi€rafts (Figura 4.77) a
qual o mecanismo de acdo € muito similar a enzid#ss (Histidina amonia-
liase), onde a reagao ocorre via um grupo prosté&i@,5-dihidro-5-metildieno-
4H-imidazol-4-one (MIO) que é formado pela ciclidage eliminacdo de duas
moléculas de agua do tripeptideo Ala-Ser-Gly. Devadgrande similaridade
estrutural entre o grupo prostético de PAL e o anal, utilizado na purificacéo
em resina de niquel, questionou-se a possibilidadienidazol estar inibindo a
formacdo do grupo prostético e inibindo consequeaide, a atividade da
enzima estudada, mesmo ap0s consecutivas didbstentativa de retirar este
composto do tampédo enzimatico. A hipotese foi tisstevaliando-se o potencial
de inibicdo deste composto a partir da adicao daMQde imidazol nas reactes
enzimaticas utilizando como fonte enzimatica osatas brutos resultantes da
expressdao de SUMO-PAL recombinante em BL21 (DE3. akalises do
controle (reacdo padrao, sem adicao de inibidaldereacdes com adicdo de
imidazol indicaram a partir da comparacdo das aeaentradas em ambas as
reacOes (111408 e 52185 respectivamente), que aazwoii € realmente um

157



inibidor da atividade enzimatica. Verifica-se apnaxdamente 50% de inibicdo

ao adicionar 40 mM de imidazol na reacéao.

(a) HO
Hoo H oo
.#"N\)\N N‘\AN/‘L‘H-
Y
Y
HO,
CH;

FIGURA 4.77 - Mecanismo de a¢éo da enzima PAL @dtr de POPPE &
RETEY, 2005).

Uma vez determinado que o imidazol € um fortdidaor da
atividade da enzima estudada, mesmo apds consesutialises, foram
propostos experimentos alternativos no intuito defipacdo da enzima PAL
recombinante. Inicialmente, avaliou-se a purificada enzima PAL utilizando-
se a purificacdo baseada no gradiente de histidiomposto que também
compete pela cauda de histidina da enzima estudaciansequentemente, a

purificacdo também €& baseada em cromatografia idelade com resina de
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niquel. Como esperado, a histidina também inibéivédade da enzima PAL
recombinante, devido a sua grande similaridade @ngrupo prostético
responsavel pela reacdo enzimatica e, portantensaios enzimaticos quando
analisados por LC-MS foram negativos com relac@ooducao do produto da
reacao enzimatica, acido cinamico.

A expressao de proteinas pelo vetor pETSUMO asséciada a
fusdo de uma cauda na porcdo N-terminal, contengimtaina SUMO e uma
cauda poli-His que promovem maior solubilidade atgina recombinante e
facilitam a purificacdo, respectivamente, além da sgitio de clivagem
reconhecido pela proteina SUMO protease que reraocv&uda na por¢cdo N-
terminal. Dessa maneira, uma alternativa a pudfoapor afinidade com
gradiente de imidazol foi a clivagem utilizando rziema SUMO protease. A
purificacdo baseada na clivagem com a proteaseuntcom a adicao do extrato
proteico bruto obtido da expressdo em BL21 (DE3)esina de niquel, e
consequentemente, a enzima recombinante expressa cauda poli-his no N-
terminal, por afinidade se liga a resina de niguak outras proteinas que nao
sao de interesse e ndo apresentam interacdo pela&dtacionaria, sdo eluidas
em tampéao de lavagem. A SUMO protease gentiimesd&la pela Prof. Dulce
Helena Ferreira de Souza foi entdo adicionada anaotontendo resina de
niguel junto ao extrato previamente eluido, e acdease estendeu por
aproximadamente 16 horas em tampao Tris pH 8.8, pativagem no sitio de
clivagem especifico. Posteriormente, a proteinalisida em tampéo e coletada
pura e sem fusdo, enquanto a cauda poli-his liggatateina SUMO clivada da
proteina recombinante, ficou ainda ligada na redenaiquel por afinidade e foi
posteriormente eluida em altas concentracdes deawoii no tampéo. A proteina
PAL recombinante sem fuséo obtida em tampao tri8@8foi utilizada como
fonte enzimética nos ensaios para aferir a atiedial enzima obtida diante da
estratégia de purificagcdo na auséncia de imidazmificou-se nos ensaios de

atividade que o acido cinamico, produto da reagaarética com o aminoacido
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Phe, foi produzido com sucesso, obtendo-se destaafoma estratégia bem
sucedida afim de obter a enzima PAL recombinanta puativa.

Embora a estratégia de clivagem da cauda polctisbinada a
adicdo da proteina SUMO protease tenha tido suaessabtencado da enzima
PAL recombinante pura e ativa, a dependéncia dedgsaconcentracfes da
protease para clivagem na etapa de purificacaderaguestionar a eficiéncia do
processo e testar uma outra abordagem baseadarifisapdo da enzima
recombinante pela diferenca de pH. Esta purificagbaseia no principio de
gue em valores altos de pH a histidina apreseatadgrinteracédo pelo niquel da
resina, entretanto, valores baixos de pH, aproxameahte 4, a histidina se torna
protonada e deixa de apresentar afinidade peloehigportanto, a proteina
fusionada a cauda poli-his é eluida.

Esta abordagem alternativa de purificacdo baseadgadiente de
pH, foi testada adicionando-se tampéao tris pH 4¢dlana contendo resina de
niguel junto ao extrato obtido da expressdo da nenziSUMO-PAL
recombinante em BL21 (DE3) previamente eluido. Aliae por SDS-PAGE da
fracdo eluida com tampéo com baixo valor de pH maileobservada na figura
4.78 abaixo. Visualiza-se no gel uma banda profeica em aproximadamente
70 kDa relacionada a enzima PAL recombinante faglama cauda poli-his e a
proteina SUMO, indicando que o protocolo de puaif@o a partir de gradiente
de pH teve éxito. A fracado da enzima PAL em pHahfida foi posteriormente
concentrada e dialisada contra tamp&o tris pH @s8.ensaios enzimaticos
utilizando-se a enzima PAL purificada através desétodologia indicaram a
producdo do acido cinamico a partir do aminoacide ® consequentemente, a
enzima foi purificada com sucesso e manteve su@adie depois de purificada.
Observam-se, na tabela 4.15, os resultados olt@osa purificacdo da enzima
PAL recombinante a partir do extrato do extratoiredfico da expressao em
BL21 (DE3). O fator de purificacdo neste processodom que a proteina total

se reduza, removendo o maximo possivel de protaiaapecificas, sendo que a
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perda desta proteina € muito maior que a perdatidiglagle; portanto, a

atividade especifica aumenta mesmo que diminua isidade

(LEHNINGER, 1977).

75kDa

50kDa

total

FIGURA 4.78 - Gel de SDS-PAGE obtido a partir daffracdo da enzima
PAL recombinante com gradiente de pH.

TABELA 4.15: Processo de Purificacdo da PAL
Teor de o Atividade _
Passos de Volume ) Atividade .| Rendimentg
N proteina Especifica
purificacdo| final (mL) L Total (U) L (%)
(mg.mL") (U.mg")
Extrato
25 5,444 0,198 0,0015 100
bruto
PAL
purificada
] 0,4 0,5261 0,006 0,029 3
en niquel
por pH
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Uma vez obtida a enzima PAL recombinante puréva,aestudos
visando a otimizacdo das condi¢des de incubacdealsio enzimatica, assim
como a caracterizacdo bioquimica foram iniciadogalidu-se a principio o
tempo 6timo da reacdo enzimatica, parametro avakex relacdo ao pH para
maxima producdo do produto da reacdo enzimatiedezrdinacdo do pH 6timo
da reacao.

A acao catalitica de uma reacdo enzimatica anesxla dentro de
limites muito estreitos de pH. Cada reac¢éo tem Hndfimo que, para a maioria
das enzimas se situa entre 4,5 e 8,0 e no qualim&apresenta a sua atividade
maxima. No caso da enzima PAL isolada de diferefibeges este valor
restringe-se a faixa 8.2 - 9.0. Os ensaios enziogtisando a otimizacdo de
tais parametros na reacdo com a enzima recombifaraiem conduzidos em
duplicata onde testaram-se 5 diferentes temposededo enzimatica (30
minutos, 1, 3, 6 e 24 h) em funcéo da variacaovdtmwes de pH. Os valores de
pH avaliados no estudo foram 8,0, 8.8 e 9.5. FHosteente as reacdes foram
avaliadas por HPLC/UV utilizando o padrao de acisdmico para comparacao
do tempo de retencdo e espectro de UV e consequem@rovacdo da
identidade do produto formado. Na tabela 4.16 absaigualizam-se as areas
encontradas no experimento referentes as bandaatograficas do acido

cinamico nas diferentes reacoes.
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TABELA 4.16 - Valores de areas encontradas pareia@o&inamico quando a
reacdo enzimatica foi submetida a variacdes nadeanpa e pH.

Tempo pH A B Média
30 8.0] 562939 539399 551169
30’ 8,8/ 558627 669383 613980
30 9.5| 684158 691566 687862
1h 8.0/ 606735 675726 641230
1h 8,8| 676779 849632 763205
1h 9.5 | 716258 716253
3h 8.0| 694711 796627 745669
3h 8,8 | 892634 987373 940003
3h 9.5 0 0
6h 8.0 0 0
6h 8,8 0 0
6h 9.5 0 0
24h 8.0 0 0
24h 8,8 0 0
24h 9.5 0 0

-1,250E+0¢

-9,675E+0!

-6,850E+0!

-4,025E+0!

-1,200E+0!

1,625E+05

4,450E+05

7,275E+05

BN EEE ©oooooo

1,010E+06

FIGURA 4.79 - Grafico do pH e tempo de incubacamas$ da enzima PAL
recombinante.

A partir dos valores de areas referentes as karmanatograficas
do acido cinamico avaliada nos cromatogramas dssi@n com diferentes
condicdes reacionais, determinaram-se as condiiireas de pH e tempo de
reacdo enzimatica com a PAL recombinante, confosbwervado no grafico
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tridimensional apresentado na figura 4.79 que teeftes valores de pH em
funcéo do tempo de reacdo, em funcéo da area de @oiamico produzido nas
reacdes. As condicdes Otimas de pH e tempo de aefgam avaliadas
encontrando-se um valor de pH étimo em 8.8 e m&xiendimento de acido
cinamico em 3 h de reacéo.

A temperatura exerce uma grande influéncia naidatle e
estabilidade das enzimas. Um aumento desta, caaigs emergia cinética das
moléculas dos reagentes ocasionando maior numecolidées produtivas por
unidades de tempo. No entanto, o0 aumento da tetopgeracima de um
determinado valor afeta consideravelmente a essraéuciaria da enzima, bem
como a estabilidade do complexo enzima-substratoterperatura otima
enzimatica da PAL recombinante foi obtida atravesydafico gerado a partir
das respostas da producdo de acido cinamico nesosrguando avaliadas as
diferentes temperaturas de 40, 45, 50 e 55 °Cfpeéeatura 6tima da enzima
PAL recombinante, conforme observado no graficesgmtado na figura 4.80,

fica entdo estabelecida em 45 °C.
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FIGURA 4.80 - Grafico da temperatura 6tima da eaziPAL recombinante.
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Um dos fatores que afetam a velocidade de ungioecatalisada
por uma enzima € a concentracdo do substrato peefgh(concentracdo do
substrato). Dessa maneira, com o intuito de caladgparametros cinéticos da
enzima PAL recombinante e caracteriza-la bioquimiate, foram realizados
ensaios enzimaticos variando-se a concentracaobdrato, no caso em estudo
o aminoacido L-fenilalanina, e mantendo fixa a em@cdo da enzima. Os
ensaios foram conduzidos nas condi¢cdes Otimas déephberatura e tempo de
reacado determinados no estudo.

A partir das respostas geradas nas reacfes eitamabtidas na
forma de areas relacionadas as bandas cromat@grafio produto acido
cinamico, somada a construcdo de uma curva deragdib deste composto
padrdo (Figura 4.81), foi possivel gerar uma equalgireta, a partir da qual,
determinou-se as concentracdes de acido cinamiupido em cada uma das
reacdes enzimaticas com diferentes concentracfesldtrato, durante 3 h de

reacao. Determinou-se, portanto, a velocidade algicede cada ponto testado.

Curva de Calibragdo do Acido Cinamico
80000000

70000000 7Y
60000000
y = 4E+08x + 1E+06
50000000 R?=0,9911
©
9 40000000 *
L
30000000
20000000
10000000
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Concentragdo de Acido Cinamico (mg/ml)

FIGURA 4.81 - Curva de calibracdo obtida para d@&cinamico.
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O efeito provocado emg\velocidade inicial) pela variacéo da [S],
guando a concentracdo de enzima é mantida congstdtenostrado na Figura
4.82.

0,000035
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S
€ 0,000025 VS
o
‘§ 0,00002
2 L 2
v 0,000015
T
()
¥ 0,00001 ¢
] L g
2 0,000005 |®
>
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Concentragdo de Substrato (mM)

FIGURA 4.82 - Efeito da concentracéo de substrateatocidade inicial de
uma reacao catalisada por enzima.

Visualiza-se no grafico obtido que em concengagiequenas do
substrato, ¥ aumenta quase linearmente com os aumentos deE}8].
concentracbes maiores de substragoaMmenta por incrementos menores em
respostas aos aumentos da [S]. Finalmente, é aldangn ponto acima do qual
ocorrem apenas aumentos insignificantes gmmésmo diante de aumentos em
[S], sendo este ponto chamado de velocidade m&Xima). Assim, a medida
que a concentracdo do substrato comeca a cresdtstaato, 0 aumento na
velocidade de reacdo comeca a diminuir até que,wrnengrande concentracao
de substrato, nenhuma mudanca posterior na vetieiglabservada.

A equacdo matematica que define a relacdo qatwditentre a
velocidade de uma reacdo enzimatica e a conceatdacaubstrato, é a equacao
de Michaelis-Menten (Figura 4.83). E uma expressdéaelacdo quantitativa

entre a velocidade inicialgya velocidade inicial maxima,), € a concentracao
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inicial de substrato [S], todas relacionadas avak constante de Michae-
Menten, Km. O Km é definido como a concentracasulestrato necessaria pi
gue a velocidade da reacdo enzimatica seja a mesad&éxima (s € indica
a “afinidade” de uma enzima pelo seu substrato. aibrvde Km varia
consideavelmente, de uma enzima para outra e em uma emqartaular con
diferentes substratos. Em alguns casos, mudanga<aralicOes de reacé

como pH ou temperatura, pan ter influencia no valor de Km.
Vinax[S]
K., + [S]

=

FIGURA 4.83 - Equacéao de Michaeldenten

Através da equacdo de Micha-Menten €& possivel
transformacao em grafico dos duplos reciprocosinevteave-Burke, o grafico
de 1/\, versusl/[S] é representado por uma linha reta.a linha tem um;
inclinacdo de Km/\s, um intercepto de 1/Km no eixo de 1/[S]. A pada
construcdo do grafico daduplos reciprocos (Figura 4) podese determinar 0s

parametros enzimaticos.
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FIGURA 4.84 -Gréfico dos duplos reciprocos ou Linewei-Burke para a
enzima PAL recombinante.
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Observando-se o comportamento da atividade etizamaéem
relacdo ao aumento da concentracao do substrate;g@oafirmar que a enzima
PAL obedece a cinética michaeliana. Os valores ek, foram estimados
utilizando fenilalanina como substrato em pH 8.8%:°C. A enzima PAL
recombinante obtida apresentou cinética michaetigiza com Km 4,88 mM e
Vimax = 2,68.10 mM. min' (Figura 4.82). PAL obtida de outras fontes
apresentam Km entre 15 e 1,05 mMRieodotorula glutinise Ustilago maydis
respectivamente, estando os valores de PAL obtigartar deP. brasilianum
dentro dos valores relatados na literatura.

Outras enzimas da rota biossintética dos ferpgmoides foram
investigadas através de analises de similaridageateinas de interesse, neste
caso, cinamato 4-hidroxilase e acido p-cumarico @gese dos organismos
Arabidopsis thaliana e Aspergillus oryzaespectivamenteno site interno de
blast desenvolvido contendo o genomaddbrasilianum As figuras 4.85 e 4.86
indicam a presenca de homodlogos destas enzimasnoong ddP. brasilianum
indicando que o organismo apresenta potencial igen@iara producdo de

metabolitos secundarios via esta rota biossintética

Distribution of 22 Blast Hits on the Query Sequence
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FIGURA 4.85 - Ditribuicdo dohits gerados através de analisesldastnda
enzima cinamato 4-hidroxilase Aeabidopsis thalianaontra o genoma de
Penicillium brasilianum
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Distribution of 33 Blast Hits on the Querv Sequence
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FIGURA 4.86 - Ditribuicdo dos hits gerados atragésanalises diblastnda
enzima acido p-cumarico-CoA ligase (4CL)Akperqillus oryzaeontra o
genoma déenicillium brasilianum

4.4 - Avaliacdao da atividade da enzima PAL produzida po
diferentes espécies de fungos.

A busca na literatura por metabdlitos secunddoosiados via a
rota biossintética dos fenilapropandides é muitoimum em micro-organismos
(FILL et al., 2010). Dessa maneira, diferentes @asgo génerd’enicillium
Aspergilluse uma espécie de fungo do génetgaria foram estudados no
sentido de se avaliar a producédo da enzima fenitlaamonia-liase por estes
diferentes micro-organismos.

Os micro-organismos estudados foram cultivadosisdg mesmo
procedimento experimental que o fungo estudadoreeepte trabalho. Apds
cinco dias de cultivo, o micélio dos micro-organsnioi colocado em tampéo
tris-HCI 25 mM pH 8.8, e a reacdo enzimatica falimda adicionando-se o
aminoacido L-fenilalanina as células ressuspensammpao. Apos 10 minutos,
periodo de incubacéo 6timo da reacéo, adiciondd€ee 0 produto da reacéao,

acido cinamico foi extraido com AcOEt. Os microamigmos testados foram
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cultivados em quadruplicata e dois Erlenmeyersnfion@antidos como controle,
sem a adicao de fenilalanina.

Inicialmente, foi analisado o padrdo de acido milca, como
verificado na figura 4.87 abaixo. Depois de veafias as condi¢cdes de
lonizacdo para este composto, avaliou-se 0s egtratms outros micro-

organismos estudados.

FIGURA 4.87 - TIC obtido para o &cido cinamico aptmizacao das
condi¢cBes cromatograficas.

O primeiro fungo estudado foi B. brasilianum como controle
positivo, com o objetivo de verificar se as condgde cultivo eram favoraveis
a producéo da enzima PAL. Foram realizados expatosede SRM, uma vez
gue esta € uma técnica sensivel e seletiva paegacdet de acido cinamico. A
transicdo para a realizacao dos experimentos f6i24102 determinada de
acordo com o0s espectros de ions produtos apressnimuteriormente. O
cromatograma de ions totais de SRM obtido parado anamico, produto da
reacdo enzimatica com PAL pelo fungobrasilianum pode ser observado na
figura 4.88 abaixo, onde visualiza-se a producaaaigo cinamico com tempo
de retencdo 25 minutos. Os controles de cada expeio (sem a adicao de
fenilalanina na reacdo) também foram analisado&oecemparados com cada

analise das reacdes enzimaticas.
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FIGURA4.88 - TIC obtido para a andlise do extraaehcdo enzimatica com as
células do fung®. brasilianumacima e abaixo visualiza-se o cromatograma
referente ao contrale

Os cromatogramas de SRM para o acido cinamicaabth partir
das reacOes enzimaticas com Phe e as células deicados fungos estudados
em tampao sao observados abaixo. Estudou-se dapadi@ fungos do género
Penicillium mesmo género do fungo em estudo, no intuito dermear
alguma similaridade entre os metabolismos. Todosungos testados foram
isolados no grupo LaBioMMi como endofiticos de pdanda familia Meliaceae
e estdo depositados na micoteca do laboratério. ddm®matogramas abaixo,

visualizam-se 0s micro-organismos que apresentanaroducao de PAL.

FIGURA 4.89 - TIC obtidos para as analises dosatodrdas reacoes
enzimaticas com as células do fungdlaria sp. e P. citrinumiespectivamente

171



FIGURA 4.90 - TIC obtidos para as andlises dosatodrdas reacoes
enzimaticas com as células do fuiyderquei. e P. simplississimum
respectivamente

FIGURA 4.91 - TIC obtidos para as andlises dosatodrdas reacdes
enzimaticas com as células do furigyohrysogenum. e Penicillium
sp(LaBioMMi 222), respectivamente

FIGURA 4.92 - TIC obtidos para as analises dosatodrdas reacoes
enzimaticas com as células do furiRgnicillium sp(LaBioMMi 223) e A.
flavus,respectivamente
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FIGURA 4.93 - TIC obtido para a andlise do extiddaeacao enzimatica com
as células do fungA. aculeatus.

A partir das observacdes dos dados encontradosromstogramas
de ions totais apresentados para as analises deaSeseenzimaticas com
diferentes micro-organismos, conclui-se que a granuhioria dos fungos
estudados ndo produz a enzima fenilalanina amé@sa-ho seu metabolismo
nas condicoes de cultivo avaliadas, indicando pebsente, que o fung®.
brasilianum se difere pela producdo das amidas bis-fenilproipiras.
Entretanto, dois micro-organismo®enicillium sp. (LaBioMMi 222) e P.
chrysogenumproduziram &cido cinadmico a partir da reacdo eatioa,
indicando a expressao desta enzima no metabolissteddfungos, embora nao
sejam produtores de fenilpropandides. O fungo degeXyllaria também néo

se mostrou produtor da enzima PAL.

4.5 - Estudo dos precursores da biossintese das braaihidas

A rota biossintética das brasiliamidas parece ecatravés do caminho
geral dos fenilpropanoides, os quais contém boate palas enzimas
caracterizadas. O primeiro passo como descritaa serformacdo do acido

cinamico a partir do aminoacido L-fenilalanina vea acdo da enzima
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fenilalanina-amoénioliase (PAL). Os passos postesioapresentados na proposta
abaixo (Figura 4.94), seriam a hidroxilacdo na ¢éusi4 do anel aromatico
formando o acido p-cumarico via a acdo da enzimaH Q&inamato 4-
hidroxilase), seguido de outra hidroxilacdo na ¢&@si3 do anel aromatico,
levando ao composto conhecido como &acido cafeion.sEguida, haveria a
formacéo do acido feralico, como mostrado na figu@ abaixo pela acédo da
enzima O-metiltransferase. O passo que precedara¢@o do precursor acido
sinaptico seria a formacdo do acido 5-hidroxi-fierule finalmente, ocorre a

formacéo do acido sinaptico.

O
o] O S
CAH OH
oy PAL N on =1,
HO
Hz o .
) Acido p-cumarico
Acido cinamico
L-fenilalanina CaHeO CgHgO3
C10H14NO; 148905824230 164.047344
180.102454 ’
(@] O l o
HO ~ X OH OMT
OH « - X OH
HO HO HO
OCH, OCH; on
Acido 5-hidroxi- . . )
CHO ferdlico Acido ferulico Acido caféico
10H1005
210.052824 C10H1004 CoHgOy4
194.057909 180.042259
O
HsCO. S
OH PAL: Fenilalanina aménio liase
CAH:Cinamato 4-hidroxilase
HO OMT: O-metiltransferase
OCHs
Acido sinaptico
C11H1205
224.068474

FIGURA 4.94 - Formacao dos precursores das brasdizs.

No intuito de verificar a producédo dos intermeidgubiossintéticos

das brasiliamidas foram realizados analises de HR@dectrometria de massas
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de alta resolucdo) dos extratos gerados a partir eftsaios enzimaticos
realizados com dois diferentes tempos de reacdamétiza (2h e 12h),
utilizando-se Phe e [ZC]-Phe como substratos para a reacdo. As anélises p
HRMS visaram a deteccdo e confirmacdo dos intedmedi biossintéticos
formados, assim como os intermediarios isotopicénararcados formados a
partir da incorporacédo do aminoécido'f2]-Phe marcado. Os extratos, obtidos
a partir da reacédo enzimatica com fenilalaninat(ote) e os extratos referentes
a reacao utilizando o substrato isotopicamentegeeddo com as células
ressuspensas de brasilianum descritos anteriormente, foram analisados no
modo full scan de aquisicdo com ionizagcdo por ESI no modo negatds
experimentos foram realizados nas condicdes deagao otimizadas para o
padrdo de acido cinamico.

Na figura 4.95 a seguir visualiza-se o0 cromatograme ions
selecionados para cada um dos intermediarios btétisps das brasiliamidas
obtidos nas anéalises de HRMS. Como observado naafigverifica-se no
experimento controle, a formacdo dos compostogloacinamico, acido p-
cumarico /z163.0396A=4.0 ppm), acido caféican(z179.0344A=3.3 ppm),
acido ferulico (n/z 193.0501A=2.9 ppm), e acido sinaptican(z 223.0605
A=1.9 ppm) através da observacdo da massa expesinoemh erros menores
gue 4 ppm quando comparados as massas teoricae 6 gceitavel e deixa
comprovado a formacdo dos intermediarios biossto®t e consequente
biossintese das brasiliamidas via o0 mesmo caminb® fenilpropandides

encontrados em plantas.
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FIGURA 4.95 - @Gomatograma de ions extraiidos intermediario
biossintéticos (A) acido cinamico, (B) acid-cumarico, (C) acido cafeico, (I
acido ferulico e (E) acido sinapti

Em seguida, foram realizados experimerde ions produtos c

cada um dos intermediarios para determinacédo e romagao estrutural. A

fragmentac@es caracteristica acidos carboxilicos, com perdas de 44 unid

de massa correspondente a saida de uma molécGIa,, observadas em tod

os exgrimentos de MS/MS deixam claro a formacado de cada dos

intermediarios biossintéticos. Os experimentosnforaalizados nas condicé

de ionizacdo otimizados para o acido cinamico espectros de ions produ

obtidos para cada ion selecionado, cit anteriormente, podemr observados
abaixo (Figuras 4.964.99).
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FIGURA 4.99 - Espectro de ions produtos do ion oelacaom/z222.

As analises dos experimentos dos extratos refeveat reacao
utilizando o substrato isotopicamente enriquecidm @s células ressuspensas

de P. brasilianum indicaram a incorporacdo da {Z]-Phe na estrutura
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molecular doslois primeiros intermediarios biossintéticos, al@ainamico e «
acido peumarico, assim como do acido sinap o ultimo derivado de acic
cindmico produzidogomo visualizado atravé<a incorporacdo de uma unide
de massa observada nos espectros quando compaoada@spectros c
experimento controle (Células + fenilalea) como verificado na figura 4.1,
4.101 e 4.102 a sequir.

ntens.

147045598 T SRSB AT bt 147,045776

Acido cinamico

padrao Incorporacéo de

uma unidade

148,048642

148,048916
A A e s <k

o
iz 146 147 W

FIGURA 4.100 -Espectro de massas do acido cinamico padrédo e
cinamico formado a partir da reacéo das célulzP. brasilianun com [2°C]-
Phe em tampao, respectivame
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FIGURA 4.101 Espectro de massas do aci-cumarico produ.do no
experimento controle (células+ Phe) e &ci-cumarico formado a partir
reacdo das células P. brasilianumcom [2°C]-Phe em tampé
respectivamente.
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FIGURA 4.102 - Espectro de massas do acido sir@pticduzido no
experimento controle (células+ Phe) e &cido p-ciomdormado a partir da
reacdo das células &e brasilianumcom [2+°C]-Phe em tampéo,
respectivamente.

Os experimentos por HRMS se mostraram eficientés n
visualizagcdo da formacdo de intermediarios isotopente marcados nas
reacbes com as células ressuspensas em tampdaooqaaitionado o
aminoacido isotopicamente marcado. A partir dosesrEentos realizados,
visualizou-se a rota biossintética das brasiliam@gartir de duas unidades do
aminoacido L-fenilalanina. A incorporacdo do preocur Phe na estrutura
quimica dos trés intermediarios biossintéticos blasiliamidas comprova a
biossintese via fenilpropandides. A producdo destaspostos indica que as
enzimas PAL, CAH e OMT estéo ativas e agem no satbsadicionado. Dessa
maneira, os resultados estdo de acordo com ososdbimksintéticos das amidas
bis-fenilpropanoidicas publicados por FILL et 20710).

180



A principal classe de metabdlitos micromolecidgreoduzidos por
plantas da familia Meliaceae consiste em triterpenodificados denominados
limondides, sendo a azadiractina a mais descriaoleas suas caracteristicas
inseticidas. EnMelia azedaraclos limondides estdo concentrados nas raizes e
parecem ser majoritarios no metabolismo secunddaioplanta (SANTOS,
2003). Alguns compostos confssitosterol, -amirina, acido ursolico, acido
benzdico, acido 3,5dimetoxibenzdico, triterpenosctilanos e esterdides foram
recentemente isolados da plahtelia azedaracfSANTOS, 2003).

Neste sentido, a plankdelia azedarachhospedeira deste fungo foi
avaliada no intuito de se verificar a presenca KWen®&s relacionadas aos
fenilpropandides, principalmente a enzima PAL eificar alguma possivel
correlacdo a nivel enzimatico entre estes orgarsismque poderia indicar uma
possivel interacdo genética entre eles.

A extracdo enzimatica das folhas da pldvi&ia azedaractseguiu
o procedimento descrito no item 3.4.40. Avaliowese seguida a producao da
enzima PAL nas folhas ddelia através da realizacdo de ensaios enzimaticos
visando a producdo de acido cindmico. Os cromatwggaobtidos para as
analises dos ensaios enzimaticos utilizando o texmauto das folhas delelia

azedarachsao observados na figura 4.103 abaixo.

50

FIGURA 4.103 - Cromatogramas referentes ao padeditlo cindmico e a
reacao enzimatica com o extrato enzimatico obtatofdlhas délelia
azedarach.
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Com base nos cromatogramas obtidos, visualizam®ducéo do
acido cinamico (comparado ao acido cinamico padei@pnsequentemente
comprovou-se a producéo da enzima PAL pela plaf#diteratura ndo existem
relatos da producao da enzima Fenilalanina améasa-(PAL) na plantdelia

azedarache, portanto, a descricdo da enzima € inéditaeratura.

4.6 - Estudo da producado de brasiliamidas sob a influéma de
fatores de estresse

A rota biossintética envolvendo a producao delgerpandides é
ativa em plantas superiores e esta envolvida pahtiente em mecanismos de
defesa. A enzima PAL € a principal responsavel pelposta a estresses
bidticos e abidticos nas plantas. A figura 4.104umee os diferentes
fenilpropandides induzidos em plantas a partir steesses bioticos e abioticos.
Muitos fenilpropandides induzidos sao classificadosmo fitoalexinas,
compostos antimicrobianos sintetizados em resp@sia ataque de um
determinado patdogeno. Entre as fitoalexinas saccrites pterocarpanas,
isoflavanas, isoflavondides  prenilados, estilbenosgsumarinas,  3-

deoxiantocianidinas, flavonols, e auronas (DIXONP&IVA, 1995).

Luz UV
Antocianinas /

Flavonas
Isoflavondides E

psorelonas |

S, I Tecidos prejudiciais
W= — - i | Cumarinas
\ Acido clorogénico
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Acidos fendlicos
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Sinalizador
Pterocarpanas Acido salicilico
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Stillbenos ;
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FIGURA 4.104 - Exemplo de fenilpropanoides prodagigela planta como
defesa dos estresses biodticos e abidticos menasrfAdaptado de DIXON &
PAIVA, 1995).
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Baseado em todas estas observacdes e com o olgetiavaliar a
producdo de brasiliamidas, fenilpropandides prathsziporP. brasilianum o
fungo foi cultivado sob diferentes condicdes deessk ja relatados em plantas,
visando entender um pouco melhor a producéo dipfepandides em fungos e
sua relacdo com fatores de estresse. Os fatoresstiesse ao fung®.
brasilianum avaliados no experimento foram exposicado diariguhgo a luz
UV (Fator 1); estresse mecanico (Fat®); baixa concentracdo de ions*Fe
(Fator 3) e baixa concentracdo de ions [2QFator 4), todos os fatores de
estresse testados sao relatados como estimulaglacfip de fenilpropanoides
descritos plantas.

Para este proposito, o fundg®. brasilianum foi cultivado em
triplicata em meio soélido Czapeck com composicfesahtes de acordo com o
fator de estresse estudado e trés frascos foranmidosircomo controle para
posterior comparacao quantitativa. Em seguida, xtsates referentes ao
experimento proposto foram analisados via HPLC/US/MS, cujas condi¢cdes
foram otimizadas em estudos anteriores e sao tesaio item 3.4.4, para
posterior avaliagado quantitativa da producéo dsillamidas quando o fungo foi
submetido aos fatores de estresse em estudo. @s dwlcrescimento também
foram medidos e séo levados em consideracdo nkseana

Com o0 conhecimento dos ions selecionados na ¢&ansios
experimentos de SRM otimizados em estudos antsriaralisaram-se cada um
dos experimentos propostos no intuito de entendetagdo entre producao de
brasiliamidas e fatores de estresse impostos agpfuh partir dos valores de
areas gerados a partir da integracdo das bandaenefs a brasiliamida A nos
extratos, construiu-se um grafico de comparacdaeent producdo de
brasiliamida A no experimento controle e quando exqeerimentos submetidos

a fatores de estresse conforme visualizado naafiggui05 abaixo.

183



70000 +

60000 (

50000 + J
40000 +
30000 +

20000 +

Area/Halo de Crescimento

| 1
10000 - T :

- T - - T -
Controle Sem PO4 Sem Fe Corte uv

FIGURA 4.105 - Grafico que indica a producéo dassiuticia brasiliamida A
(area da banda cromatografica/ halo de crescimguo#r)do o fungo foi
submetido a fatores de estresse.

A partir dos valores avaliados nas triplicatas @@&sas referentes a
substancia brasiliamida A nos experimentos comralites estimulos de
estresse, em comparacao a producdo deste metatmldrperimento controle
sob condicbes padrdes de cultivo, determinou-seagies os fatores de estresse
testados exercem certa influéncia sobre a proddedwasiliamida A conforme
visualizado na figura 4.105 acima.

O estresse mecanico ao fungo representado atdevé&srtes ao
fungo durante o seu desenvolvimento pareceu resutiaestimulo a producéo
de brasiliamida A, conforme se observa no graficon@or producdo de
brasiliamida A neste experimento quando comparadooatrole. A diminui¢ao
da concentracao dos ions’Fe PQ* no meio de cultura também resultou em
estimulo a producédo de brasiliamida A pelo furgobrasilianumconforme
observado na figura 4.105 acima. A presenca deUMzpareceu inibir o
crescimento do fungo, entretanto, uma vez que s like crescimento foram
considerados, visualiza-se incremento da produgdobrasiliamida A nos
experimentos de exposicao a luz UV.

O experimento representou uma estimativa da pémdude
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brasiliamida A quando o fungo era submetido a éstale estresse. E importante
ressaltar que nenhum processo de validacdo foizadal e, portanto, os
nameros apresentados representam apenas uma estimat producdo de
brasiliamida A.

Os resultados parecem deixar claro que existaratagao entre a
producédo de brasiliamida A quando o fungo € sultloetisituacdes de estresse.
A presenca de grande numero de genes que codifecemimas da rota dos
fenilpropandides em fungos, tém gerado muitas d&fiws entre o0s
pesquisadores no intuito de identificar e carazdera funcdo destes genes e
ainda, determinar a funcdo de possiveis fenilproias fungicos produzidos.
Uma vez que fenilpropandides sintetizados por pkaobntribuem na resisténcia
a patdogenos e barreiras fisicas (luz UV, baixas pésaturas, etc.),
fenilpropandides fungicos também podem de algumendoatuar na defesa

destes organismos e ainda refletir um processaewoolario.

4.7 - Analises do genoma do fungPB. brasilianum

O genoma do micro-organismo em estudo foi inicgdta sequenciado
utilizando a plataforma Solexa da lllumina. O pssmedeassemblydo genoma
foi realizado em parceria com o Dr. Makiyan Samkyys especialista em
bioinforméatica do grupo de Biossintese de Poligstsd Antibidticos, no
Departamento de Bioquimica da Universidade de Cialgr A partir do
assemblyinicial, determinou-se o tamanho do genoma emxapemlamente
32,690,287 bp e o numero dentigsfinal em 5263 com tamanhos que variavam
entre 150 kbp - 1 bp. Embora os resultados obteltisam gerado informacgoes
relevantes, a utilizacdo de outra plataforma deessgjamento se fez necessaria
afim de reduzir o numero total dentigso que significaria, consequentemente,
maior informacdo genética associada camtig Em estudos posteriores, o
genoma do fung®. brasilianumfoi sequenciado utilizando a plataforma 454

FLX da Roche. Os dados obtidos a partir de ambaseqgaenciamentos foram
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submetidos a novassemblyagora em parceria com a pesquisadora Louise
Cerdeira Teixeira do Instituto Fleury - Sdo Pa@oassemblyfinal gerou 252
supercontigscom tamanhos entre 1,03 Mbp e 501 bp incluindo dd&igs
maiores do que 100 kbp e @8ntigsmaiores do que 5 kbp satisfazendo com
sucesso 0S objetivos propostos inicialmente com equenciamento do
organismo.

Seqguindo o pipeline descrito pelo Instituto USED@bint Genome
para a anotacdo de genomas de organismos euamjaigrimeiro passo foi
submeter os 25Zontigs ao software RepeatMasker que busca elementos
repetitivos no genoma. Em seguida, todoscostigs foram submetidos a
softwares de predicbes de genes, como Augustusp:/{bitinf.uni-
greifswald.de/webaugustus/index.gsp) treinado comgemoma do fungo
Aspergillus nidulanse FGENESH treinado com o genoma Henicillium
chrysogenumambos softwares desenhados para predicdo géngandmas de
organismos eucariéticos. De acordo com as predgifgdas, foram detectadas
10.478 ORFs no genoma do fungo as quais foram didasea analises de
Blastp (score > 50) contra uma base de dados n&o-redundante IJN%2Ba
anotacao.

Os resultados referentes as analisesBtistp foram bastante
satisfatorios conforme verificado nas estatistmiaisdas. No grafico mostrado
na figura 4.106 abaixo, visualiza-se que entre @47B ORFs previstas no
genoma deP. brasilianum,a grande maioria apresentou similaridade nas
analises com proteinas de outros organismos, etmuae aproximadamente
150 ORFs né&o indicaram resultados lalastp correspondentes. Sequencias
codificadoras de proteinas previstas pelas anatisbsem cerca de 98% do
genoma do fungo estudado, e 70% dos resultadosndarglade obtidos pelas
analises deblastp apresentaram comprimento médio das ORFs de 500 pb,

conforme observado no grafico apresentado na fig i@y .
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FIGURA 4.106 -Grafico indicando a distribuicao dos resultadoblastp
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FIGURA 4.107-Grafico indica o comprimento médio das sequenaas
similaridade nas analises blastp.

A partir das analiseverificou-se adistribuicdo desimilaridade dos

hits obtidos nas analises blastp (Figura 4.108)jndicando que a maiorigos

genes dé. brasilianumtiveramhits com alta similaridadesntre 70 e 909 com

proteinas de outros organisim Assim como verificolse que a distribuicaca

maioria doshits de proteinas se deu com organismc génercPenicillium em

particular a maioria ddsits positivos foram com o fung®. oxalicun, conforme

visualizadona figura 4.10 abaixo.
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Sequence similarity distribution
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FIGURA 4.108 -Distribuicdo de similaridade nas sequencias nasardle
blastp.
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FIGURA 4.109 Distribuicdo das espécies nos lencontrados nas analises
blastp

A anotacéao funcional fcredizada com o software Blast2, onde
foram anotadas aproximadamente 6500 sequenciaBcaddras deproteinas

das 10.478 ORFs submetidas a anoi previstas no genoma do funP.
brasilianum conforme visualizadona estatistica apresentacno grafico

apresentado na figusal1( abaixo.
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FIGURA 4.110 Distribuicdo dos dados obtidos nas andliseblastpe
anotac&do do genoma.

As sequencias codificadoras proteinas erantradas no genon
do fungopuderam ser relacionadas a sua funonde proteinas de ligacac
atividade catalitica sdo os maic subgrupos apresentados relacionadc
funcdo molecular dos proteinas avali¢, conforme observado no grafi4.111
abaixo. Todos as ORFs anotadas pelo software Blast2go forapeada
utilizando o banco de dados KEGG afim de dr as viagnetabdlicas elulares
envolvendo o0s genes anotadcForam atribuidas 126diferentes rota
metabodlicasis ORFs anotadas no genomP. brasilianum
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FIGURA 4.111 -Gréfico de distribuicdo das funcdes moleculareginadas
nas analises.
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Analises das vias metabdlicas envolvidas no modtaho
secundario deé. brasilianumbaseadas na sequencia do genoma sequenciado
também puderam ser realizadas. Os @u2tigsforam submetidos ao software
antismash que permite uma rapida identificacaotagfio e analise de clusteres
biossinteticos de metabolitos secundarios em gemdraaterianos e fungicos.
Uma analise preliminar do genoma do funBo brasilianum indicou 69
possiveis clusteres biossintéticos, sendo 11 casstelacionados a biossintese
de compostos policetidicos via enzimas PKS tipd2; diferentes clusteres
envolvidos na producdo de metabdlitos secundadosddos via enzimas do
tipo NRPS. Foram detectados ainda, 6 clusteresihiésicos hibridos, entre
eles o hibrido NRPS-terpeno responsavel pela biess de alcaléides do tipo
ergot como a verruculogenina e verruculogenina TR@tabdlitos isolados e
caracterizados em estudos anteriores (FILL, 200%je indica confiabilidade
das analises genéticas. O cluster biossintéticerglagpelo software antismash
para a producao de alcaldides do tipo ergot podeisealizado na figura 4.112,
onde observa-se acima o cluster putativo Ranicillium brasilianum assim
como a descricdo dos modulos da enzima NRPS peeserdluster. Abaixo, na
mesma figura, observa-se os clusteres de geneddgoadlescritos em outros

organismos.

190



Cluster 37 - Nrps-terpene

Gene cluster description

Gene Cluster 37. Type = nrps-terpene. Location: 73122 - 139969 nt. Click on genes for more information.
Show pHMM detection rules used
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DS499600.1_c3 Aspergillus fumigatus A1163 scf 000007 genomic scaff
DX —— xR O
AB436628.1_c1 Aspergillus fumigatus DNA, fumitremorgin biosynthetic
e e g5
IN177504.1_c1 Epichloe glyceriae strain E277 ergot alkaloid biosynthe
A0 e | S o I G SO o
JN182229.1_ci Periglandula ipomoeae strain lasaF13 lysergyl peptide
< b <J14ataaJ oo s 3
HME22670.1_c1 Aspergillus sp. MF297-2 notoamide biosynthetic gene
oo = oOdOgC o <3< 50
EQ963478.1_c1 Aspergillus flavus NRRL3357 scf 1106286417182 genc
<1 oo —ag— &4 DR S € IS B S G
GLE98535.1_c1 Metarhizium acridum CQMa 102 unplaced genomic sca

FIGURA 4.112 - Cluster biossintético putativo desédides do tipo ergot dado
pelo software antismash.

Outros potenciais clusteres biossintéticos fordetectados no
genoma do fungd®. brasilianum sendo que alguns destes clusteres parecem
indicar a biossintese de metabolitos secundarésrafio ndo descritos para esta
espécie, sendo a investigacdo destes clustere® nmidressante visando a
descricdo de novos produtos naturais potencialmbeidativos através da
abordagem dgenome mininHERTWECK, C. & SCHERLACH, K., 2009).
Neste sentido, observou-se a presenca de um poskistr hibrido terpeno-
PKS tipo | que indicou a formacé&o de compostospm viridicatumtoxina, um
policetideo com interessantes atividades biologicpsee se assemelha
estruturalmente a tetraciclinas, compostos nunserii@s no fungdenicillium

brasilianumisolado no grupo LaBioMMi, conforme apresentaddigiara 4.113
abaixo.
191



Cluster 27 - T1pks-terpene

Gene cluster description

Gene Cluster 27. Type = t1pks-terpene. Location: 45550 - 126395 nt. ClusterFinder probability: 0.9559. Click on genes for more infarmation.
Show pHMM detection rules used

Legend:
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FIGURA 4.113 Cluster biossintético putativo de viridicatumtoxitedo pelo
software antismash.

Buscas na literatura interessantemente indicagamyecentemente
INOKOSHI et al. (2013) ao analisar os extratos @ianos de Penicillium
brasilianum FKI-3368 dois compostos foram isolados e caraados, um
deles, um composto novo designado espirohexalinatambém a
viridicatumtoxina (Figura 4.114). Ambos o0s compsstapresentam uma
estrutura hexaciclina produzidas pela fuséo de meh @o tipo tetraciclina com
um anel do tipo spiro. Os pesquisadores ainda elestr a inibicdo da enzima
UPP sintase bacterianaun@ecaprenil pirofosfato sintasg)or ambos o0s
compostos isolados com valores deyl@e 9.0 e 4.QM, respectivamente. E
portanto, as analises genéticas indicam o potemeehbdlico do fungd,.
brasiianum em produzir compostos estruturalmente semelhantes
viridicatuntoxina, até entdo nunca detectados mmduem estudo. O cluster
biossintético destes metabdlitos é inéditoRemicillium brasilianum
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Compound R
Spirohexaline  CH,4
Viridicatumtoxin NH,

FIGURA 4.114 - Estruturas quimicas dos compostpg@sexalina e
viridicatuntoxina (Extraido de INOKOSHI et. al, Z)1

Estudamos a habilidade de producao de viridicatumtoemPenicillium
brasilianum isolado como endofitico dklelia azedarachalvo de estudo do
trabalhq através de andlises por HRMS dos extratos obtidaziltivo do fungo
em BDA. Conforme observamos na figura 4.115 abaixtungo foi apto na
producao deste metabdlito devido a producdo de atabilito secundario com
m/z 564 ([M-H]) e formula molecular £H3;NO;; com erro baixo (3 ppm),
atestando a producao de viridicatuntoxina pelo duagniciando os primeiros
estudos dgenome miningno grupo. Dessa maneira, abrindo a possibilidade d

inUmeros projetos de pesquisa futuros no grupoddBii.
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FIGURA 4.115 -Espectro de massas HRMS obtido para a subst
viridicatuntoxina produzida pelo fun(P. brasilianumestudado no trabalf
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5 - Conclusodes

Concluiu-se que o fungdenicillium brasilianum produz
metabolitos secundarios via rota biossintéticafdngpropandides, metabdlitos
raros e inéditos em micro-organismos que apresemtammeras atividades
bioldgicas interessantes. A biossintese das anbdafenilpropanoidicas foi
comprovada através de analises por HRMS, onde rfecoe a producdo dos
intermediarios biossintéticos (acido cinamico, agidcumarico, acido caféico,
acido ferulico e acido sinaptico) a partir da adig@ L-fenilalanina as células

do micro-organismo ressuspensas em tampao

Estudosin vitro da enzima Fenilalanina amoénia-liase nativa,
primeira enzima envolvida na via dos fenilpropaesigurificada através de
diferentes técnicas cromatogréficas, indicou gramaeniscuidade da enzima
frente a todos os substratos avaliados. A biossintdas amidas bis-
fenilpropanoidicas foi avaliadan vivo através da adicdo de diferentes
aminoacidos halogenados no meio de cultura, umagueza PAL mostrou-se
ativa frente a estes substratos. Visualizou-se aalugéo de cada um dos
aminoacidos adicionados N-acetilados, a caractgzéoi baseada em dados de
RMN 1D e 2D e MS. A producao de brasiliamidas hataglas nao foi
observada.

Concluiu-se através de estudos de inibidores eirios frente a
enzima PAL que o Cuginibe 99,9% da atividade da enzima e estudosvo
com este inibidor indicaram abolicdo da producadmsiliamidas indicando o
envolvimento da enzima de interesse na rota bigsdgia das brasiliamidas e

consequente comprovacao de fenilpropandides fusgico

O genoma do fung®. brasilianumfoi sequenciado em parceria
com a unidade de sequenciamento da Universida@aadridge, Reino Unido
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e através de estudos de bioinformatica pode-sentiesa o gene que codifica a
PAL e a partir de entdo se realizaram extensosi@stenvolvendo biologia
molecular levando a clonagem e expressao da paatetombinante. Conclui-se
que o vetor pETSUMO levou a expressao da proteic@mbinante em maiores
concentracbes na fase aquosa, como desejado, essima cepa d&. coli
BL21 (DE3) apresentou melhores resultados de esfpoesDessa maneira,
determinaram-se as melhores condicOes de exprgss@o a enzima PAL
recombinante e esta pode ser obtida com sucess@|tasnconcentracbes e
purificada através de um anico passo (coluna dadafie) por gradiente de pH
e obtida em alto grau de pureza comprovado atrdeédetroforese. A enzima
PAL recombinante foi caracterizada com sucess@gpectrometria de massas.
Determinou-se os parametros de incubacdo 6timas gpaanzima como o pH
8.8, a temperatura em 45°C e o tempo de reacaohem &nzima mostrou

cinética enzimatica micheliana e Km igual a 4,88mM.

Os resultados apresentados parecem deixar clercexjsta uma
relacdo entre a producdo de brasiliamida A quandango é submetido a
situacdes de estresse. A enzima PAL parece estalvieta em mecanismos de
defesa no fungo, assim como ja descrito para Hafaestresse mecanico ao
fungo representado através de cortes ao fungo tducaseu desenvolvimento
resultou em estimulo a producédo de brasiliamidagsim como a exposi¢cao
diaria a luz UV. A diminuicdo da concentracdo dossiFé" e PQ* no meio de
cultura também resultou em estimulo a producéaordsillamida A pelo fungo

P. brasilianum
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