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Resumo:

A aspergilose invasiva (Al) é uma doenca causada pelo fungo do
género Aspergillus spp, sendo a espécie A. fumigatus o principal agente. O
tratamento disponivel para Al apresenta efeitos colaterais, toxicidade e o
surgimento de cepas resistentes. Com o advento da biotecnologia, estudos
com proteinas recombinantes tém se mostrado vantajosos para pesquisas
de alvos para novos antifungicos. A glutationa redutase (AfGLR) e
glutarredoxina (AfGrx) sdo foco desta pesquisa, jA& que estas sdao
responsaveis pela protecdo das células do estresse oxidativo, e essenciais
para a sobrevivéncia do fungo. O objetivo deste trabalho foi otimizar a
expressdo heter6loga da glutationa redutase e glutarredoxina de A.
fumigatus com foco no desenvolvimento de novos antifingicos. A expressao
heter6loga dessas proteinas foi otimizada sendo as melhores condicdes
para a AfGLR (52kDa) meio TB a 30°C por 6h e para AfGrx (12kDa), meio
LB a 30°C Overnight. Desta forma, essas proteinas agora poderdo seguir
para os ensaios enzimaticos e validagdo de novas moléculas selecionadas
como candidatas a antifungicos contra Al.

Introducéo

Aspergillus fumigatus € o principal agente da aspergilose invasiva
(Al), doenca cuja manifestacdes clinicas comumente atingem o pulmao,
contudo também sdo capazes de afetar outros 6rgdos (JENKS; HOENIGL,
2018). A. fumigatus ocupa o segundo lugar entre os agentes infecciosos
fungicos mais prevalentes no Brasil (BACHUR; NEPOMUCENO, 2021). Os
antifingicos disponiveis para tratamento sao restritos, podem causar efeitos
adversos, alta toxicidade, além de cepas resistentes (LATGE, 1999). Com o
avanco da biotecnologia e sequenciamento gendmico dos fungos, uma
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alternativa € a pesquisa de alvos terapéuticos. Dentre eles, a glutationa
redutase (GLR), uma enzima integrante do sistema com glutarredoxina
(Grx), juntamente com glutationa (GSH) e NADPH. Esse sistema
desempenha o papel de antioxidante de tiol das células, auxilia na protecéo
do estresse oxidativo, neutralizando as espécies reativas de oxigénio (ROS),
gue sao produzidas durante o metabolismo das células fungicas (HERRERO
et al., 2006). Estudos ja indicaram a correlacdo entre o desequilibrio no
sistema glutationa com defeitos no crescimento fungico (SATO et al., 2009).
Sendo assim, as proteinas poderiam ser alvos na selecdo de novas
moléculas que futuramente poderiam atuar como novos antifUngicos para
tratamento da Al.

Materiais e métodos
Analise de bioinformatica

O software ProtParam Expasy® foi utilizado para analise do peso
molecular das proteinas de A. fumigatus: AfGLR (Glutationa redutase) e
AfGrx (Glutarredoxina).

Padronizacao das condi¢cOes de expressao das proteinas recombinantes

A Escherichia coli BL21(DE3) foi transformada com o plasmideo
contendo os genes AfGLR e AfGrx inserido no plasmideo pET21la,
independentes. Ap0s a transformacdo, dois clones de cada foram
selecionados. A expressao das proteinas foi induzida por IPTG (1mM), e
diferentes condi¢cOes de expressao foram analisadas: temperaturas (30°C e
37°C), meios de cultura LB, Terrific Broth (TB) e 4YT, e tempos de inducéo
(Oh, 1h, 2h, 4h, 6h e Overnight). O pellet foi coletado por centrifugacéo e
suspendido em tampao de amostra para SDS-PAGE (2X). A inducdo em
larga escala foi realizada em 120mL do meio de cultura escolhido. Apds, as
amostras passaram pelo processo de sonicacdo em banho de gelo. A
purificagcédo foi realizada por cromatografia de afinidade. As amostras foram
analisadas em gel de SDS-PAGE 12% (AfGLR) ou de tricina-SDS-PAGE-
Hermann Schagger (AfGrx). A confirmacdo da expressdo das proteinas
recombinantes foi feita por Western Blotting.

Resultados e Discussao

As predic¢des fisico-quimicas do ProtParam Expasy®, revelaram o
peso molecular estimado das proteinas que foram usados para comparacéo
na eletroforese: AfGLR (52kDa) e AfGrx (12kDa). De acordo com o0s
resultados do SDS-PAGE foram selecionados para prosseguir um clone para
cada proteina, sendo o clone 1 para AfGLR e clone 2 para AfGrx (dados nao
mostrados). Dentre as condicbes avaliadas para producdo das proteinas
recombinantes, os resultados verificados nas bandas expressas em
eletroforese em gel, mostraram que para AfGLR as condi¢cdes ideais de
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expresséo foram em meio TB, a 30°C por 6h, e para AfGrx em meio LB 30°C
em Overnight. (Figura 1 e Figura 2). Também, foi verificada a solubilidade
das proteinas, e comprovamos sua presenca no sobrenadante, o que
concordou com Sato et al. (2009). Definidas as condicBes, as proteinas
passaram pela etapa de purificacdo. Para lavagens foi utilizado o tampao de
wash com 80mM de Imidazol, e para eluicbes o tampao de eluicdo com
250mM de Imidazol (Figura 3), obtendo as proteinas mais puras nas
eluicdes 2 e 3 para AfGLR e AfGrx. Para confirmar a expressao da proteina
recombinante, o Western blotting foi realizado com anticorpo Anti-His. As
amostras testadas nesse método foram cultivadas em meio TB a 37°C, e
como podemos observar na Figura 4, as proteinas AfGLR e AfGrx foram
expressas significativamente.
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Figura 1: Selecéo das melhores condicdes para indug  ao da proteina AfGLR: Tempos
de inducdo: TO; T2 (2h); T4 (4h); T6 (6h) e On (overnight). Pellet (P); Sobrenadante (S). A:
AfGLR em meio TB 30°C; B: AfGLR em meio LB 30°C; C: AfGLR em meio 4YT 30°C. D:
AfGLR em meio TB 37°C; E: AfGLR em meio LB 37°C; F: AfGLR em meio 4YT 37°C.
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Figura 2: Selecdo dos meios de cultura, tempos ete  mperatura de inducéo para
proteina AfGrx: Tempos de inducdo: TO; T2 (2h); T4 (4h); T6 (6h) e On (overnight). Pellet
(P); Sobrenadante (S). A: AfGrx em meio TB 30°C; B: AfGrx em meio LB 30°C; C: AfGrx em
meio 4YT 30°C. D: AfGrx em meio TB 37°C; E: AfGrx em meio LB 37°C; F: AfGrx em meio
4YT 37°C.
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Figura 3: Purificacédo das proteinas AfGLR e AfGrx. FT (flow-trough;) W1 e W4 (wash);
El a E4 (eluigcdes 1, 2, 3 e 4); S (sobrenadante). A: AfGLR em meio TB a 37°C; B: AfGrx em
meio TB a 37°C
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Figura 4: Western Blotting. S(sobrenadante); FT (flow-trough); E2 (eluicdo 2); E3 (eluicdo
3); P (padrédo). A: Gel de AfGLR corado com Comassie; B: Western Blotting de AfGLR; C:
Gel de AfGrx corado com Comassie; D: Western Blotting de AfGrx.
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Conclusoes

A expressdo heter6loga das proteinas recombinantes glutationa
redutase e glutarredoxina foram otimizadas e poderéo auxiliar nos avangos
do desenvolvimento de novos antifiingicos para tratar Al.
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