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RESUMO

O protozoario flagelado, Trichomonas vaginalis, causa a tricomonose, a doenca
sexualmente transmissivel (DST) nao viral mais comum no mundo. Metronidazol
e tinidazol sdo os dois farmacos de escolha recomendados pelo Food and Drug
Administration (FDA, USA) para o tratamento da tricomonose humana.
Entretanto, isolados de T. vaginalis clinicos ou laboratoriais resistentes e reagcdes
adversas comuns tém sido reportados. Sabe-se que fungos produzem moléculas
bioativas podendo ser uma fonte em potencial de novas moléculas
antiparasitarias, sendo assim, a busca por compostos naturais bioativos em
basidiomicetos pode ser uma abordagem interessante para descoberta de
farmacos alternativos. O objetivo desse estudo foi investigar a presenca, purificar
e identificar substancias com atividade anti-Trichomonas no meio de cultivo de
micélios de basidiomicetos. Para a obtencdo dos compostos bioativos, 0s
basidiomicetos Amauroderma camerarium, familia Ganodermataceae, e
Gymnopilus pampeanus, familia Cortinariceae, foram cultivados em meio caldo
extrato de malte (CEM) com variacdo da fonte de nitrogénio e tempo de cultivo.
O extrato bruto com maior atividade anti-T. vaginalis para A. camerarium (CEM +
KNO; 28 dias de cultivo) foi escolhido para ensaios de purificacdo e
caracterizacdo, que indicaram que o composto bioativo € de natureza protéica.
Uma proteina sem alta identidade com outra proteina foi purificada e foi
denominada amaurocina. Amaurocina apresenta atividade contra isolados
clinicos de T. vaginalis — TV LACH1 e TV LACM2 — (CIM= 62,4 pg/mL), sendo
um isolado resistente ao metronidazol (TV LACM2), e contra o isolado ATCC
30236 (CIM= 31,2 pg/mL). A Amaurocina também apresenta atividade proé-
inflamatdria por induzir aumento da liberagdo de 6xido nitrico de neutrdfilos, o
qual € um importamente mecanismo de defesa do hospedeiro durante a infeccéao
parasitaria. Para G. pampeanus, 0s extratos mais ativos foram produzidos em
meio CEM + KNO;3; por 28 dias de cultivo e CEM + KNO;3 por 21 dias de cultivo,
porém a purificacdo desses extratos € necessaria. Esses resultados estdo em
concordancia com o alto potencial de producdo de biocompostos dos
basidiomicetos, o qual tem sido reportado na literatura por décadas.

Palawas-chaves:  Trichomonas vaginalis, @ Amauroderma  camerarium,

Gymnopilus pampeanus, compostos antiparasitarios, cogumelos bioativos.






ABSTRACT

The flagellated protozoan, Trichomonas vaginalis, causes trichomonosis, the
most common non-viral sexual transmitted disease (STD) in the world.
Metronidazole and tinidazole are two drugs of choice recommended by Food and
Drug Administration (FDA, USA) for treatment of human trichomonosis. However,
clinical or laboratory-generated drug-resistant isolates of T. vaginalis and
common adverse reactions have been reported. It is known that fungi produce
bioactive molecules and they can be a potential source of new antiparasitic
molecules. Thus, in order to improve the current chemotherapy of T. vaginalis
infection, the search for natural bioactive compounds in basidiomycetes can be
an interesting approach to discover alternative drugs. The aim of this study was
to investigate the presence, to purify and to identify substances in cultivation of
basidiomycetes’ mycelia, which have anti-Trichomonas activity. Mycelia of
basidiomycete Amauroderma camerarium, family Ganodermataceae, and
Gymnopilus pampeanus, family Cortinariceae, were transferred to flasks
containing malt extract broth (MEB) medium with variation of the nitrogen source
and time of growth. The preparation with higher anti-T. vaginalis activity (MEB +
KNO; 28 days of growth) for A. camerarium basidiomycete was chosen for
purification and characterization assays, that indicated that the bioactive
compound is a protein-like molecule. A protein without high homology with any
other protein was found and was named amaurocine. Amaurocine presents
activity against clinical isolates of T. vaginalis — TV LACH1 and TV LACM2 —
(MIC=62.4 pg/mL), one of these a metronidazole-resistant isolate, and it presents
activity against the T. vaginalis ATCC 30236 isolate (MIC=31.2 pg/mL).
Amaurocine also presents proinflamatory activity. Since it was able to enhance
nitric oxide release from neutrophils, which is an important host defense
mechanism during the parasitic infection. For G. pampeanus, the most active
extracts were produced in MEB + KNOs; 28 days of growth and MEB + KNO3 21
days of growth, but further steps of purification are necessary. These results are
in agreement with the high potential of biocompounds production of
basidiomycetes that has been reported in the literature for decades.

Keywords: Trichomonas vaginalis, Amauroderma camerarium, Gymnopilus

pampeanus, antiparasitic compounds, bioactive mushroom.
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1. INTRODUCAO GERAL






1.1. Produtos naturais como fonte de novos farmacos

Desde os primordios da medicina humana, os médicos tém contado com
compostos quimicos produzidos por animais, plantas e microrganismos, para
tratar diversas doencas (Koehn & Carter, 2009). Produtos naturais sdo definidos
como compostos com atividades biolégicas derivados de fontes naturais e
historicamente vém sendo utilizados por industrias farmacéuticas para producao
de novos farmacos. A maioria dos novos farmacos tem sido gerada a partir de
produtos naturais e a partir de compostos derivados de produtos naturais (Li &
Vederas, 2009).

Os produtos naturais séo diretamente ou indiretamente responsaveis por
metade dos farmacos em uso. Dos 877 novos farmacos introduzidos no mercado
entre 1981 e 2002, 49% s&o produtos naturais ou analogos de produtos naturais
(Newman et al., 2003). Antibioticos (por exemplo, penicilina, tetraciclina,
eritromicina), antiparasitarios (avermectina), antimalaricos (quinina, artemisinina),
agentes controladores de lipidios (lovastatina e anélogos), imunossupressores
(ciclosporinas) e farmacos anticancer (taxol, doxorrubicina) revolucionaram a
medicina. A expectativa de vida em muitos lugares do mundo aumentou de 40

anos, no inicio do século 20, para 77 anos, atualmente (Li & Vederas, 2009).

Embora a expansdo da quimica medicinal sintética nos anos 1990 tenha
diminuido a proporcédo de novos farmacos baseados em produtos naturais para
aproximadamente 50%, 13 farmacos derivados de produtos naturais foram
aprovados nos Estados Unidos entre 2005 e 2007, com cinco deles sendo os
primeiros membros de uma nova classe (Harwvey, 2008). Por outro lado, a
pesquisa com doencas infecciosas, uma area tradicional e sdlida para produtos
naturais (Projan, 2003) tem recebido menor interesse (Koehn & Carter, 2009).
Entretanto, recentemente as industrias farmacéuticas tém avaliado a
produtividade do setor de Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) e questbes tém
sido propostas em relacdo ao impacto positivo da produtividade da estratégia de
High-Throughput Screening. Estas questdes tém despertado o apreco renovado
pelos atributos Unicos de moléculas que sdo ou foram derivadas de origem
natural e levaram a pesquisa de novas taticas e estratégias para explora-las

(Koehn & Carter, 2009). Felizmente, novas tecnologias em espectrometria de


http://www.discoverymedicine.com/Frank-E-Koehn/
http://www.discoverymedicine.com/Frank-E-Koehn/
http://www.discoverymedicine.com/Frank-E-Koehn/

massas, ressonancia magnética nuclear (RMN) e outras técnicas
espectroscopicas podem facilitar enormemente o0s primeiros passos do
processo, desenvolvendo bibliotecas de alta qualidade de produtos naturais,
tanto de origem microbiana, vegetal, marinha ou outros. Tais bibliotecas sdo de
grande importancia para 0 sucesso de rastreamento e a busca por novos
farmacos (Koehn, 2008).

Os microrganismos tém sido fontes da maioria dos farmacos em uso
atualmente (Demain & Sanchez, 2009). Entre estes, 45% sao produzidos por
actinomicetos, 38% por fungos e 17% por bactérias (Berdy, 2005). Um exemplo
de substancias com propriedades bioativas produzidas por microrganismos sao
as bacteriocinas. Bacteriocinas pertencem a um grupo heterogéneo de peptideos
e proteinas sintetizados por bactérias produtoras de acido lactico (LAB), que
apresentam atividade antimicrobiana contra outras bactérias (Klaenhammer,
1993). Muito se investiu na pesquisa em LAB-bacteriocinas, primeiramente
devido ao potencial de aplicacdo como biopreservantes em alimentos capazes
de inibir o crescimento de bactérias patogénicas, especialmente Listeria
monocytogenes. Como resultado, um grande nimero de bacteriocinas tém sido
identificadas e caracterizadas (Cintas et al., 2001).

Esqueletos quimicos completamente novos continuam a ser descobertos
entre produtos naturais de origem microbiana (Newman & Cragg, 2007), sendo
dessa forma, importantes alternativas para o tratamento de diversas doencas ou

na busca de moléculas com atividades biologicas diversas.

1.2. Atividades biologicas de basidiomicetos

Os fungos representam uma fonte rica de metabdlitos secundarios e
macromoléculas bioativos com ampla variedade de aplicacdo, como agentes
antimicrobianos, imunossupressores, antiparasitarios e antitumorais (Wasser &
Weiss 1999; Zaidman et al., 2005). Os fungos basidiomicetos ocorrem na maior
parte dos ecossistemas terrestres e produzem diversas substancias como
terpenos, esterdides, gamapironas e acidos fendlicos que apresentam atividade

biolégica, além de proteinas e polissacarideos de importancia medicinal.
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Substancias de basidiomicetos macroscopicos, também conhecidos como
cogumelos, com atividade antitumoral, imunomodulatéria, cardiovascular,
antiviral, antibacteriana e antiparasitaria ja foram isoladas e identificadas (Wasse
& Weiss, 1999).

1.2.1. Atividade antiparasitaria

Dentre as diversas atividades biolégicas que as substancias isoladas de
basidiomicetos podem apresentar, também sdo relatados compostos com

atividade antiparasitaria (Tabela 1.1).

s

O cogumelo Pleurotus ostreatus € bastante conhecido por predar
helmintos nematoides, entretanto pouco se sabe sobre o mecanismo dessa
atividade predatoria. Sendo assim, Satou e colaboradores (2008) investigaram a
relacéo predatdria entre P. ostreatus e nematoides de vida livre (Diplogastridae).
O mecanismo descrito aponta que ho momento em que 0 nematoide invade o
cogumelo, P. ostreatus se defende produzindo metabdlitos que causam a
diminuicdo do tamanho da cabeca do helminto. O mecanismo anti-nematoéide de
reducdo do tamanho da cabeca é associado com a atividade paralitica de
perdxidos derivados de &cido linoleico que séo liberados pelo basidiomiceto.

Tabela 1.1: Atividade antiparasitaria de substancias bioativas produzidas por
basidiomicetos

Basidiomiceto Classe Molécula Atividade Referéncia
- derivados de anti-nematoide Satou et al.,
Pleurotus ostreatus Peroxido acido linoleico (Diplogastridae) 2008
5-heptadeca- . -
Merulius incarnatus 8711716- anti-Leishmania Jin &ZZ(J)%\éwony,
trienilresorcinol
Ganoderma . . Adams et al.,
lucidum Lanostano anti-Plasmodium 2010
. . . anti-Plasmodium yoelii; Zhou et al.,
Lentinus edodes (1-3)-beta-glicano lentinano préinflamatéria 2009
Lentinus strigosus Sesquiterpenoide . . antl-Trypar_losoma Cota et a.,
triquinano hipnofilina cruzi, 2008
q imunomodutatdria

Um composto isolado do cogumelo Merulius incarnatus, 5-heptadeca-
87,11  Z,16-trienilresorcinol, apresentou atividade anti-Leishmania. Este

composto apresentou valor de concentracdo inibitoria 50%(1Cs0)=3,6 pg/mL e

5



ndo demonstrou citotoxicidade contra células Vero em concentracdes acima de
25 pg/mL (Jin & Zjawiony, 2006).Em um rastreamento recente com 880 extratos
de plantas e fungos e foi encontrada atividade contra Plasmodium sp.,
apresentando 79% de inibicdo na presenca de extrato de acetato de etila de
Ganoderma lucidum,na concentracdo de 4,9 pg/mL. Apds purificacdo foram
identificados sete lanostanos, que apresentaram atividade anti-Plasmodium,
variando a concentragao de 6,0 a 20 uM (Adams et al., 2010). Em outro estudo
foram avaliados os efeitos imunomodulatérios do lentinano ((1-3)-beta-glicano
derivado do cogumelo Lentinus edodes), resultando em atividade antiparasitaria,
durante o estagio sanguineo da infeccdo por Plasmodium vyoelii. O preé-
tratamento de camundongos com lentinano diminuiu significativamente a
parasitemia e aumentou a taxa de sobrevivéncia apos a infec¢gdo. O aumento da
producéo de interleucina (IL)-12, interferon (INF)-y e 6xido nitrico (NO) induzido
pelo lentinano em células esplénicas de camundongos infectados revelaram que
a resposta imunoldgica de linfocitos T helper (Th) 1 foi estimulada contra a
infeccdo por malaria. Tanto in vitro como in vivo, lentinano demonstrou aumentar
a expressao do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe I,
cluster of differentiation (CD)80/CD86 e receptores Toll-like (TLR), além de
aumentar a producéao de IL-12 em células dendriticas de baco co-cultivadas com
hemacias parasitadas. O niumero de células regulatérias CD4(+)CD25(+) e os
niveis de IL-10 secretadas por essas células foram reduzidos pelo pré-
tratamento com lentinano em camundongos infectados por malaria. Dessa
forma, lentinano é capaz de induzir resposta Thl protetora para controlar a
proliferacéo de parasitos da maléria durante o estagio sanguineo da infec¢éo por
P. yoelii através da capacidade de estimular a maturacdo de células dendriticas
e inibir a regulag@o negativa de resposta imune Thl pelas células reguladoras.
Associando-se esses resultados € possivel sugerir que lentinano possui

potencial profilatico para o tratamento da malaria (Zhou et al., 2009).

O fungo Lentinus strigosus foi selecionado em um rastreamento para
atividade inibitéria da tripanotiona redutase de Trypanosoma cruzi. O extrato
bruto de L. strigosus foi capaz de inibir completamente a enzima na
concentracao de 20 pg/mL. Dois sesquiterpenoides triquinanos e dois derivados

de panepoxidol foram isolados através de ensaio bioguiado e hipnofilina e



panepoxidona apresentaram valores de ICs de 0,8 uM e 38,9 UM no ensaio para
a tripanotiona redutase, respectivamente, enquanto que 0s outros dois
compostos foram inativos. A atividade de hipnofilina foi confirmada em um
ensaio contra a forma de T. cruzi de amastigotas intracelulares, que apresentou
valor de ICso de 2,5 uM. Além disso, foi demonstrado que hipnofilina na
concentracao de 4,0 uyM também reduz a proliferacdo de células mononucleares
de sangue periférico humano, sem interferéncia aparente na viabilidade de
linfécitos e mondcitos. A resposta imunolégica do hospedeiro desempenha um
papel importante nos eventos adversos devido a liberacdo de antigenos durante
o tratamento com farmacos tripanocidas. Assim, a habilidade da hipnofilina em
matar formas intracelulares de T. cruzi enquanto modula a proliferacédo de
células mononucleares de sangue periférico sugere que este terpenoide pode
ser um protétipo promissor para o desenvolvimento de novos agentes

quimioterapicos contra a doenca de Chagas (Cota et al., 2008).

1.2.2. Atividade Imunomodulatoria

Esta bem estabelecido que muitos compostos extraidos de cogumelos
sdo comumente usados como imunomoduladores ou como modificadores da
resposta biologica (Tabela 1.2). A estratégia basica da imunomodulacdo é
identificar aspectos da resposta imunolégica que pode ser aumentada ou
suprimida de alguma forma, com o objetivo de aumentar ou complementar uma
resposta imunolégica desejada. O conhecimento de componentes especificos
das redes de citocinas e vias de sinalizacdo e seus papéis na regulacdo da
resposta imune sao importantes no planejamento de estratégias para aumentar

estas respostas (Zaidman et al., 2005).

Nos ultimos anos, muitos pesquisadores tém discutido a possibilidade de
extratos e metabdlitos isolados de cogumelos possuirem atividade estimulante
ou supressora de componentes do sistema imunoldgico. Estes metabdlitos que
parecem estimular a resposta imunolégica humana estéo sendo procurados para
a utiizacdo no tratamento de cancer, imunodeficiéncia ou imunodepresséo

generalizada, juntamente com o tratamento farmacol6gico, combinados com a



terapia antibiética ou como adjuvantes para vacinas. Aqueles metabdlitos com
atividade imunossupressora sao farmacos em potencial para o tratamento de
doencas autoimunes (Lull et al., 2005).

Tabela 1.2: Atividade imunomodulatéria de substancias bioativas produzidas por
basidiomicetos

Basidiomiceto Classe/fracédo Molécula Atividade Referéncia
Inibic&o da
Lentinus edodes Polissacarideo Lentinano tumorigénese Ilg & Yap, 2002

acelera recuperagao de

L . . 1,6-ramificado leucécitos; Ohno et al.,
Sparassis crispa Polissacarideo 1,3-BD-glicano imunomodulatéria 2002
Hypsizygus
marmoreus, Sanz%g; a.,
Flammulina Inibic&o da
velutipes, Pholiota Extratos etandlicos hipersensibilidade
nameko e

Pleurotus eryngii

reduz severidade de
artrite reumatoide
Proteus linteus proteoglicano diminuigéo da producéo
de IFN-vy e IFN-a

Kim et al.,
2003a

fracdo B-5 de secrecdo de TNF-a, IL- . .
Agaricus blazei extrato aquoso de 8 e NO em macréfagos Sorlmz%coh1| et al,

cultura miceliar .
Grifola frondosa B-glicano grifolano Antitumoral Okazlagéset al.
Grifola frondosa Fragdo MD Antitumoral Sanzz%réft al,

aumento da producéo

Agrocybe peptideo tipo

cylindracea Peptideo ubiquitina de NO em macréfagos  Ngai et al., 2003
Wang et al.,
. ~ 1997
. estimulam a producéo de
Hﬁgﬁﬁgﬁn Lectina TML-1 TML-2 fons nitrito e TNF-a
. ) lissacarideo =
Phellinus linteus po producéo de NO; .
PL atividade antitumoral Kim et al., 2003b
polissacarideo Diminui produgéo de IL-2
Phellinus linteus e INF-a; aumento da .
PL apoptose celular Kim et al., 2003c
gﬁjrifri])c/)t“;zps extratos metandlicos |n|b|gac’)\lgeell_P-é[?E,2TNF-a, Kim et al., 2003

Varios metabdlitos, especialmente carboidratos isolados de cogumelos,
foram reportados por possuirem atividade imunomodulatéria e o0s



polissacarideos de alto peso molecular, a maioria deles glicanos com
ramificagcédo B(1—6) e ligagcao B(1—3), exibiram importante atividade antitumoral
(Borchers et al., 2004). Ng e Yap (2002) encontraram que lentinano, o
polissacarideo purificado de L. edodes, inibiu significativamente a tumorigénese
em ratos quando administrado antes da inoculacdo de células de linfoma. Em
leucopenia induzida por ciclofosfamida, a administracao via oral de uma fracéo
polissacaridica de Sparassis crispa chamada de fracdo CA 1, que também
consiste em uma fracao de 1,6-ramificado 1,3-BD-glicano, acelerou a taxa de
recuperacao de uma variedade de tipos de leucdcitos. In vitro, a adicdo de CA 1
a esplendcitos de animais tratados com ciclofosfamida resultou e m um aumento
significativo na producdo de IL-6 e IFN-y e, interessantemente, um aumento

similar ndo foi observado em células de animais normais (Ohno et al., 2000).

O efeito da administracdo via oral de extratos etanolicos de quatro
cogumelos diferentes também foi avaliado em um modelo de hipersensibilidade
tipo 1V, em que ratos foram sensibilizados pela aplicacdo de oxazolona na pele
depilada. Extratos etanélicos de Hypsizygus marmoreus, Flammulina velutipes,
Pholiota nameko e Pleurotus eryngi inibiram significativamente a
hipersensibilidade induzida por oxazolona (Sano et al., 2002).

Um proteoglicano isolado de Proteus linteus administrado via oral em
ratos machos reduziu o pico de severidade de artrite reumatoide induzida por
colageno. A administracdo do proteoglicano ap0s a injecdo de colageno foi
associada com a diminui¢do da producéo de IFN- y e IFN-a em linfonodos (Kim
et al., 2003a).

O efeito dos extratos de cogumelos e metabdlitos em macrofagos tem
sido extensivamente estudado in vitro e in vivo. O reconhecimento de
microrganismos por macrofagos e granulécitos leva a fagocitose e ativacao dos
fagocitos para matar os microrganismos ingeridos. O reconhecimento € mediado
por receptores TLR que sdo especificos para diferentes componentes dos
microrganismos. O receptor TLR-2 liga em lipoglicanos, TLR-4 liga em
lipopolissacarideos (LPS) de bactérias, TLR-5 liga em flagelina e TLR-9 liga em
nucleotideos de citosina e guanina desmetiladosadjacentes(CpG) presentes em

bactérias. Como uma consequéncia do reconhecimento e fagocitose muitas



enzimas sao ativadas, incluindo oxidases e O6xido nitrico sintase induzivel
(iNOS), resultando em producdo de intermediarios reativos de oxigénio e NO
(Lull et al., 2005).

A fracdo B-5 de extrato aquoso de cultura miceliar de Agaricus blazei foi
capaz de induzir a secrecdo de TNF-a e IL-8 em macroéfagos, além de aumentar
a producéo de NO, a expressédo de citocinas e da NO sintase (Sorimachi et al.,
2001). Sendo assim, A. blazei contém componentes que ativam macréfagos

contribuindo com a resposta imune.

Grifolano, um antitumoral 3-glicano isolado de Grifola frondosa induziu a
liberacdo de IL-1, IL-6 e TNF-a de macrofagos (Okazaki et al., 1995). O efeito da
fracdo D de Maitake (G. frondosa) foi estudado quanto a liberagdo de NO
mediada por INOS em macrofagos, com especial referéncia a atividade
antitumoral da fracdo MD contra hepatoma humano derivado de células huH-1.
Esses dados sugerem que a fragcdo MD induz iNOS que contribui pelo menos em

parte com a atividade antitumoral da fragdo MD (Sanzen et al., 2001).

Proteinas e peptideos de cogumelos também sdo conhecidos por
ativarem macrofagos. Um peptideo tipo ubiquitina isolado do corpo de
frutificacdo do cogumelo Agrocybe cylindracea aumentou a producdo de NO em
macrdéfagos peritoneais murinicos com um potencial comparado ao de LPS (Ngai
et al., 2003). Duas lectinas isoladas de Tricholoma mongolicum (TML-1 TML-2)
estimularam a producdo de ions nitrito e TNF-a por macrofagos em

camundongos sadios e portadores de tumor (Wang et al., 1997).

Os isolados até agora citados apresentaram atividade préinflamatéria em
macrofagos, entretanto também foram isolados de basidiomicetos substancias
com atividade anti-inflamatoéria. PL, um polissacarideo acido isolado de Phellinus
linteus, foi capaz de induzir a producdo de NO e aumentar a atividade
antitumoral em modelo com ratos. Tais propriedades de PL podem estar
relacionadas com a habilidade de induzir producdo de molécula efetora de NO
com atividade tumoricida, através de proteina tirosina quinase (PTK) e proteina
guinase C (PKC) (Kim et al., 2003b). Também foi examinado como PL modula a

resposta de citocinas circulantes em ratos tratados com LPS. A administracao de

10



PL in vivo diminuiu a producéo de IL-2, INF-a em esplendcitos e aumentou a
apoptose celular espontanea em macrofagos e linfocitos (Kim et al., 2003c). Em
um estudo com extratos metandlicos do corpo de frutificacdo de Cordyceps
pruinosa verificou-se a inibicao de IL-1B, TNF-a, NO e prostaglandina E, (PGE,)
in vivo e in vitro. O extrato inibiu estes mediadores inflamatérios em macréfagos
murinicos estimulados por LPS por supressdo génica da expressao de IL-1p,
TNF-a, iNOS e cicloxigenase-2 através da inibicdo da ativacdo do fator nuclear
kappa B (NF-kB). Estes resultados indicam que extratos metanélicos de C.
pruinosa suprimem a inflamacdo através da supressdo da expressdo génica
inflamatodria dependente de NF-kB, sugerindo que estes extratos podem ser
benéficos para o tratamento do choque séptico causado por endotoxinas (Kim et
al., 2003).

1.2.3. Qutras atividades

A medicina tradicional pode ser utilizada como base para a busca de
produtos naturais a serem utilizados no tratamento de diversas doencas (Zheng
et al., 2010). O uso de produtos naturais isolados de cogumelos contra doencas

infecciosas e cancer é considerado uma das alternativas da medicina moderna.

Os cogumelos medicinais ttm uma longa histéria de uso na medicina
tradicional dos chineses, russos, japoneses, coreanos, americanos e
canadenses. Muitos estudos direcionados a pesquisa de moléculas bioativas
derivadas de cogumelos tém sido realizados nos ultimos anos, principalmente na

pesquisa de novos agentes antitumorais (Tabela 1.3) (Wasse & Weiss 1999).

Em um vasto estudo utilizando 22 espécies de basidiomicetos originarios
do Japdo, Alemanha e Vietnam, diversas substancias foram purificadas e
caracterizadas. Estes metabdlitos derivados de cogumelos demonstraram
diversas atividades em muitos sistemas bioldégicos, como atividade
antimicrobiana, nematicida, inibicdo da producdo de éxido nitrico, anti-virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e atividade antioxidante, indicando o grande

potencial de biomoléculas derivadas de basidiomicetos (Quang et al., 2006)
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Similarmente, investigacbes quimicas demonstraram que Inonotus
obliquus produz diversos metabolitos secundarios incluindo compostos fendlicos,
melaninas e triterpenos. Entre estes, estdo compostos com atividade
antioxidante, antitumoral e antiviral, além de atividade imunomodulatéria. No
inicio do século XVI, este basidiomiceto era usado de forma efetiva na medicina
tradicional da RUssia e norte da Europa, com o intuito de tratar diversos tumores
malignos humanos e outras doengcas sem gerar efeitos toxicos (Zheng et al.,
2010).

Tabela 1.3: Atividades diversas de substancias bioativas produzidas por
basidiomicetos

Basidiomiceto Classe Molécula Atividade Referéncia
compostos fendlicos antioxidarte,
. - . ! antitumoral, Zheng et al.,
Inonotus obliquus melaninas, triterpenos antiviral e 2010

entre outros. . L
imunomodulatoria.

Lucas et al.
. extratos do corpo de . ’
Boletus edulis frutificacdo antitumoral 1957
Chihara et
Lentinus edodes olissacarideo Lentinano antitumoral al., 1969,
P Chihara et al.,
1970
. . . fracdo D (é uma . Adachi et al.,
Gr|f(.)Ia frondosa polissacarideo molécula) antitumoral 1987
Schizophylium polissacarideo Sizofilano antitumoral Komatsu et al.
commune 1969
Trametes . . . . Tsukagoshi et
versicolor glicoproteina Krestina antitumoral al.. 1984
. . s - clavilactonas A, B inibicéo de proteina Cassinelliet al.,
Clitocybe clavipes benzoquindidemacrolidico e C tirosina quinases 2000
antibacterianas e
Omphalotus illudens iludina S e iludina antitumorais, porém Kelneret al
e Lampteromyces sesquiterpeno M toxicidade 1987 N
japonicus desfavoravel em
animais
: toxicidade
Omphalotus illudens S L o .
e Lampteromyces derivados de illudinas deS|dr_0|Iud|na Me hlstloesng|f|ca McMorriset al,
ADONICUS acilfulveno contracélulas 1996
1ap malignas _ _
Acido inibig&o da atiidade 75020 &
Poria cocos acido triterpénico desidroebriconico de DNA
topoisomerase Il

Tanto componentes celulares dos basidiomicetos como os metabolitos
secundarios produzidos por estes tém demonstrado ter atividade no sistema
imunolégico humano e, entdo, poderiam ser utilizados para o tratamento de

diversas doengas. Exemplo desses cogumelos sdo Ganoderma applantume e
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Agaricus sp., que tém sido aclamados por possuirem propriedades antitumorais
entre outras (Wasse & Weis, 1999).

O conhecimento expandido das bases moleculares do desenvolvimento
de tumores e de metastases, em conjunto com a inerente vasta diversidade
estrutural de compostos encontrada em cogumelos, promove oportunidades
Gnicas para o descobrimento de novos farmacos que tém como alvo sinais
moleculares e bioquimicos que levam ao cancer (Zaidman et al.,, 2005). A
atividade anticancer dos basidiomicetos foi primeiramente demonstrada por
Lucas et al. (1957), que utilizou extratos do corpo de frutificagdo de Boletus
edulis contra linhagem de sarcoma 180 em camundongos.

Quatro preparacbes de cogumelos tém demonstrado eficacia clinica
significativa contra tumores humanos e sdo usados como modificadores da
resposta biolégica: lentinano de L. edodes (Chihara et al.,1969; Chihara et al.,
1970), fragdo D de G. frondosa (Adachi et al., 1987), sizofilano de Schizophyllum
commune (Komatsu et al., 1969), krestina (peptideo polissacarideo) de Trametes
versicolor (Tsukagoshi et al., 1984). Lentinano, sizofilano e krestina tém seu uso
aprovado no Japao como farmacos prescritos no tratamento do cancer (Mizuno,
1999).

Outra fonte de substancias de interesse terapéutico no tratamento do
cancer é o pool de metabdlitos secundarios produzidos pelos basidiomicetos.
Estas substancias tém como origem derivados de muitos intermediarios do
metabolismo primario, resultantes de diversas vias metabodlicas essenciais do
basidiomicetos (Zaidman et al., 2005). Trés benzoquindides macrolidicos
(clavilactonas A, B e C) produzidos por Clitocybe clavipes apresentaram
atividade inibitoria da proteina tirosina quinase, sendo que proteinas quinases
séo enzimas responsaveis pela regulacao da proliferacdo, invasdo, angiogénese
e metastase da neoplasia (Cassinelli et al., 2000). Os sesquiterpenos iludina S e
iludina M, isolados a partir de Omphalotus illudens e Lampteromyces japonicus,
apresentam propriedades antibacterianas e antitumorais, entretanto apresentam
toxicidade desfavoravel em animais (Kelner et al., 1987). Derivados de iludinas
apresentaram toxicidade histioespecifica contra células malignas. Entre estes

estao desidroilludina M e acilfulveno (McMorris et al., 1996). Estudos posteriores
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demonstraram que iludinas se comportam como agentes alquilantes de
proteinas e acido desoxirribonucleico (DNA) (McMorris et al., 2004). Nove acidos
triterpénicos tipo lanostano foram isolados de Poria cocos. Entre esses nove
compostos, 0 acido desidroebriconoico inibiu potentemente a atividade de DNA
topoisomerase Il (IC5=4,6 uM), enquanto que 0S outros compostos inibiram
moderadamente a atividade de DNA polimerases de mamiferos. As DNA
topoisomerases e DNA polimerases vem sendo recentemente importantes alvos
celulares de intervengao quimica para tratamento do cancer, visto que estas sao
enzimas de estrita necessidade para a duplicacéo da informacdo e replicacao

celular (Mizushina et al., 2004).
1.3. Atividades biolégicas do género Amauroderma

Amauroderma sp. (Figura 1.1) € um fungo saprofitico pertencente a
familia Ganodermataceae que se desenvolve em raizes ou madeiras enterradas
e é encontrado em regides tropicais e subtropicais (Herrera & Ulloa, 1998). Foi
reportado como comestivel por uma tribo da Amazonia venezuelana (Zent et al.,
2004). Nao foram encontradas na literatura propriedades medicinais referentes a
este género, dessa forma foi realizada uma revisdo focada no género

Ganoderma, pertencente a mesma familia que o género Amauroderma.

Figura 1.1: Amauroderma sp.

Basidiomicetos do género Ganoderma tém sido utilizados na medicina
chinesa e em outros paises asiaticos durante os ultimos dois milénios (Sliva,
2004) para o tratamento de diversas doencas, entre elas hipertenséo, artrite,
diabetes, hipercolesteromia, hepatite, problemas cardiovasculares, nefrite,

dismenorreia e lupus (Eo et al, 1999, Zhou et al.,, 2007). Polissacarideos
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isolados de G. lucidum, um cogumelo comestivel, apresentaram atividade
anticancer in vivo contra células de sarcoma-180, transplantadas

subcutaneamente, em camundongos (Miyazaki & Nishijima, 1981).

O efeito anticancer de G. lucidum foi atribuido a atividade dos B-glicanos
(Sone et al, 1985), que também foram isolados de outros cogumelos e
apresentam potente atividade antitumoral a imunomodulatéria (Wasser, 2002).
Além disso, a estimulacédo de células efetoras imunes (linfécitos, macroéfagos e
células natural killers) leva a subsequente producéo de citocinas e contribui com

a atividade antitumoral de G. lucidum.

O sesquiterpeno ganomicina isolado de Ganoderma pfeifferi inibe o
crescimento de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), entre
outros. Esterdis isolados de outra espécie, Ganoderma applanatum, mostraram
fraca atividade contra bactérias Gram-positivas e negativas. Ganodermadiol,
lucidadiol e &cido aplanoxidico, isolados de algumas espécies do género,
possuem atividade in vitro contra o virus Influenza do tipo A (Lindequist et al.,
2005; Niedermeyer et al., 2005; Fan et al., 2006).

1.4. Atividade biolégica do género Gymnopilus

O basidiomiceto Gymnopilus pampeanus (Figura 1.2), familia
Cortinariceae, pertence a um género que apresenta diversas atividades
biologicas reportadas na literatura. Em 2001, um estudo identificando acido
ostopanico (um &cido graxo citotdxico) isolado do corpo de frutificagcdo de
Gymnopilus espectabilis foi realizado (Nunez-Alarcon et al., 2001). Este acido
graxo demonstrou inibir o crescimento de células de leucemia linfocitaria P-388
in vitro (Hamburger et al., 1987). Aqueveque e colaboradores (2006)
demonstraram atividade antibiética a partir de compostos isolados de G.
spectabilis. Também foram isolados e identificados dois poliacetilenos (hepta-
4,6-diin-3-ol e 7-cloro-hepta-4,6-diin-3-ol) com atividade antimicrobiana contra
Bacillus brevis, Streptococcus pyogenes, S. aureus, Aspergillus niger, Botrytis

cinerea, Fusarium oxysporum e Penicillium notatum, entre outros.
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Figura 1.2: Gymnopilus pampeanus (Disponivel em:
http://www.thebegavalley.org.au/2358.html, acesso em 16 de fevereiro de 2011)

Sendo assim, A. camerarium e G. pampeanus apresentam um grande
potencial como fonte de novas moléculas com atividade biologica, focada nesse
estudo como atividade antiparasitaria (anti-Trichomonas vaginalis). Além disso,
0os basidiomicetos também sdo fontes de substancias com atividade
imunomodulatéria, sendo de grande interesse durante a infeccdo parasitaria e

resposta imunoldgica do hospedeiro.

1.5. Tricomonose

Trichomonas vaginalis é o protozoério flagelado causador da tricomonose,
a doenca sexualmente transmissivel ndo viral mais comum no mundo (WHO,
2001). Cerca de 180 milhdes de pessoas sdo mundialmente infectadas por ano,
sendo a incidéncia da infec¢c&o por T. vaginalis mais frequente que as causadas
por Chlamydia trachomatis (92 milhdes) e Neisseria gonorrhoeae (62 milhdes).
Entretanto, esse nimero ainda pode estar subestimado devido ao diagnédstico

laboratorial de baixa sensibilidade (Fichorova, 2009).

Ao contrario do que se observa em muitos casos nos quais a infecgao é
facilmente tratada, a tricomonose pode causar sérias consequéncias de saude,
como complicacfes na gravidez (Klebanoff et al., 2001), infertilidade (Goldstein
et al., 1993), predisposicdo ao cancer cervical (Viikki et al., 2000), doenca
inflamatoria pélvica (Cherpes et al., 2006), parto prematuro e baixo peso do bebé

ao nascer (Cotch et al.,, 1991; 1997). Além disso, a tricomonose ainda pode
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envolver consequéncias que incluem uretrite, prostatite, epididimite, vaginite,
endometrite, piossalpinge e associacdo com vaginose bacteriana (Petrin et al.,
1998; Fichorova, 2009). A tricomonose também atua como um cofator para a

transmissao e aquisicdo do HIV (Sorvillo et al., 2001; Van Der Pol et al., 2008).

Nas mulheres, prurido local com corrimento vaginal espumoso, amarelo
ou esverdeado e mucopurulento, dor abdominal baixa e disiria sdo as
manifestacdes clinicas da infeccdo por T. vaginalis e caracterizam 0S casos
sintomaticos da doenca. Nos homens a tricomonose pode ser sintomatica com
queixas escassas devido a corrimentos mucopurulentos, disUria e pouco prurido
ou ardéncia imediatamente apos relacdo sexual. No entanto, na maioria dos
casos a doenca € assintomatica em homens, sendo que alguns podem

apresentar somente uma infec¢&o autolimitada (Petrin et al., 1998).

Os farmacos 2-metil-5-nitroimidazois, metronidazol e tinidazol, sdo os
unicos farmacos aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA, EUA) para
o tratamento da tricomonose. Porém, efeitos carcinogénicos e teratogénicos,
assim como o surgimento de isolados de T. vaginalis clinicos ou laboratoriais
resistentes, além de reacGes adversas comuns tém sido reportados (Dunne et
al., 2003; Upcroft et al., 2006; Goldman et al., 2009). Estes compostos sao
administrados na forma de pro-farmaco e séo ativados para seu estado téxico
dentro do parasito. E suposto que a ativagdo ocorra nos hidrogenossomos, via
reducdo do grupo nitro mediada pela ferredoxina, o aceptor de elétrons para a
piruvato:ferredoxina oxidorredutase (Kulda, 1999) ou, alternativamente, pela via
da nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH) desidrogenase (Hrdy et
al., 2005). Mais recentemente, foi proposto que o metronidazol é ativado via
tiorredoxina redutase citosélica (Leitsch et al., 2009). A resisténcia ao
metronidazol em T. vaginalis induzida a niveis altos in vitro é associada com a
diminuicdo da expresséo de enzimas hidrogenossomais (Brown et al., 1999;
Kulda, 1999), assim como a diminuicdo da atividade de tiorredoxina redutase
(Leitsch et al., 2009). Entretanto, foi relatado que em isolados clinicos de T.
vaginalis resistentes ao metronidazol ndo ha diminuicdo da expressdo de
enzimas lisossomais (Land et al., 2001; Wright et al., 2010), e 0 mecanismo de

resisténcia ao metronidazol nesses parasitos continua desconhecido (Dunne et
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al.,, 2003). Dessa forma se faz necessaria a busca por novos farmacos para o

tratamento da tricomonose.

1.5.1. Resposta Imunoldégica na Tricomonose

Ao entrar em contato com as células epiteliais do hospedeiro, o
protozoario T. vaginalis através do lipofosfoglicano (LPG), glicoconjugado mais
abundante da sua superficie celular, liga-se a uma proteina da classe das
galectinas presente nas células epiteliais de maneira carboidrato-dependente e
assim estabelece a adesédo do parasito (Okumura et al., 2008). Ocorre entéo
uma resposta inflamatéria especifica e liberacdo de quimiocinas pelas células
epiteliais vaginais e cervicais humanas independente de ligac&o ao receptor Toll-
like (TLR-4) (Fichorova, 2009). As quimiocinas envolvidas na resposta
inflamatoria a T. vaginalis incluem a proteina inflamatéria 3 de macréfagos
(Fichorova, 2009), leucotrieno B4 e IL-8 em pacientes sintomaticos (Ryu et al.,
2004; Kucknoor et al., 2007). IL-8 € 0 mais potente quimioatraente para
neutréfilos e macrofagos e a sua presenca no fluido vaginal é indicativo de
condicdes inflamatérias agudas e crénicas no baixo trato genital feminino (Singh
et al., 2009).

Além de ser produzida pelas células do epitélio vaginal, a IL-8 também é
produzida pelos neutréfilos humanos estimulados por T. vaginalis e tem um
efeito bioldégico prolongado no recrutamento de neutréfilos (Ryu et al.,, 2004).
Muitos neutréfilos sdo observados em corrimento vaginal de mulheres com
infeccdo por T. vaginalis, assim como a presenca de IL-8 apds a estimulacdo
pelo protozoario parasito (Buchvald et al., 1992; Ryu et al., 2004). E sugerido
gue os neutrofilos migram para o sitio de inflamagdo onde ha a infec¢éo por T.
vaginalis e la desenvolvem um importante papel no mecanismo de protecéo

contra parasitos (Song et al., 2010).

O NO é considerado um potente imunomodulador, o qual apresenta
papéis alternativos durante a inflamacéo, infeccéo e rejeicdo em transplantes. A

sintese de NO se d& a partir da desaminacdo oxidativa da L-arginina pela
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enzima Oxido nitrico sintase (NOS) e ocorre em diversos tipos celulares,

incluindo neutrofilos e macrofagos (Ellis et al., 1998).

NO ou seus metabdlitos estaveis tém sido identificados como as principais
moléculas efetoras durante a maioria das infec¢cbes parasitarias e tém sido
associados com a atividade microbicida de macrofagos e células
polimorfonucleares. Aparentemente, o NO ndo € somente necessario como
também ¢é suficiente para explicar toda atividade antiparasitaria (Liew, 1992).
Existem evidéncias de que macrofagos ativados sdo capazes de matar L. major
intracelular, T. gondii e Schistosoma sp. através da liberacdo de NO e
intermediarios reativos de nitrogénio (RNI) (Mellouk et al., 1991; Roitt et al.,
1998). A formacdo de NO tem sido reportada na maioria de infeccdes
parasitarias, como as causadas por Giardia lamblia (Fernandes & Assreuy,
1997), Entamoeba histolytica (Lin et al., 1995), L. amazonensis (Augusto et al.,
1996), T. gondii (Taylor-Robinson, 1998), L. mexicana (Mannick et al., 1996),
Schistosoma mansoni (Oliveira et al., 1997), Opisthorchis viverrini (Haswell-
Elkins et al., 1992) e Clonorchis sinensis (Motard et al., 1993).

O NO tem importante atividade citotoxica mediada por macréfago contra
T. vaginalis (Park et al., 1997). A morte de parasitos extracelulares, como T.
vaginalis, através de macrofagos ativados também é mediada por NO (Gradoni &
Ascenzi, 2004) e o protozoario é capaz de degradar NO como um mecanismo de
patogenicidade in vitro (Sarti et al., 2004). Estes resultados sugerem que radicais
RNI podem apresentar um papel em infec¢des por T. vaginalis autolimitantes em

pacientes assintoméaticas (Yadav et al., 2006).

A tricomonose € a interacdo entre o parasito que causa a infeccédo, T.
vaginalis, e o hospedeiro, da qual a apresentacdo clinica da doenca depende. A
geracdo de radicais liwres durante o processo da doenca e seu papel na
patogénese tem sido reportado em varias infec¢gdes microbianas (Nahrevaniean,
2009). Em um estudo utilizando camundongos infectados com isolados clinicos
de T. vaginalis, provenientes de mulheres sintomaticas e assintomaticas, 0
namero de células polimorfonucleares e a liberacdo de RNI foram avaliados. Um
aumento significante nos niveis de células polimorfonucleares, células epiteliais

vaginais e RNI foi observado em camundongos infectados com isolados de

19



pacientes sintomaticos e assintomaticos, quando comparado com controle de
camundongos nao infectados. A média da concentragcdo de RNI em tecido
vaginal de camundongos infectados com isolados de T. vaginalis de mulheres
assintomaticas foi significantemente maior comparado com aqueles infectados
com isolados de mulheres sintomaticas. Este estudo indica que a producéo de
RNI pode desempenhar um importante papel no estabelecimento da infeccao
(Malla et al., 2004).

Nesse contexto, a procura por compostos bioativos de origem natural em
basidiomicetos pode ser uma interessante alternativa na busca de novas
moléculas com atividade anti-T. vaginalis, sugerindo potenciais novos farmacos
para o tratamento da tricomonose. Além disso, substancias com atividade
imunomodulatéria podem ser de grande interesse no tratamento da infec¢éo por
T. vaginalis, tendo em vista que existe uma resposta imunolégica do hospedeiro,
importante para a patogenia da doenca.
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2. OBJETIVOS






2.1. Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo obter moléculas oriundas dos
basidiomicetos Amauroderma camerarium e Gymnopilus pampeanus com

atividade bioldgica contra o protozoario Trichomonas vaginalis, agente causador
da tricomonose.

2.2. Objetivos especificos

- Obter moléculas com atividade biol6gica anti-Trichomonas a partir de A.
camerarium e Gymnopilus pampeanus cultivados em distintas condic¢des.

- Testar os extratos de metabolitos secundarios de A. camerarium e G.
pampeanus quanto a avaliagdo da atividade tricomonicida, utilizando isolado de
Trichomonas vaginalis padrdo da American Type Culture Collection, ATCC
30236, e isolados clinicos, TV LACH1 e TV LACM2, sendo este ultimo um
isolado resistente ao metronidazol;

- Fracionar e purificar os extratos de metabdlitos secundéarios de A. camerarium,

visando a elucidacéo quimica das moléculas bioativas;

- Avaliar parcialmente a atividade imunomodulatéria das moléculas bioativas
purificadas.
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3. CAPITULOS






3.1. CAPITULO 1
Rastreamento de moléculas com atividade anti-T. vaginalis produzidas por

basidiomicetos






3.1.1. INTRODUCAO

Entre as diferentes estratégias para o descobrimento de novos farmacos,
o rastreamento da biodiversidade local em busca de produtos ativos naturais,
usando testes bioguiados apropriados, € um método interessante para encontrar
alternativas para tratar doencas cujo agente causador € resistente ao tratamento
convencional, ou o tratamento convencional causa muitos efeitos colaterais.
Produtos naturais produzidos por plantas, fungos e outros organismos séo fonte
direta ou inspiracdo para muitos dos medicamentos atualmente disponiveis
(Newman & Cragg 2007).

Dentre essas, 0s fungos representam uma fonte rica de metabdlitos
secundarios bioativos com ampla variedade de aplicacdo, como agentes
antimicrobianos, imunossupressores, antiparasitarios e antitumorais (Wasser &
Weis, 1999; Zjawiony, 2004). Os fungos basidiomicetos ocorrem na maior parte
dos ecossistemas terrestres e produzem diversas substancias de baixo peso
molecular, como terpenos, esterdides, gamapironas e acidos fendlicos que

apresentam atividade biolégica (Wasser & Weiss, 1999).

Neste contexto, este estudo utilizou os basidiomicetos Amauroderma
camerarium e Gymnopilus pampeanos como fontes para a obtencdo de
substancias bioativas. Com variagbes no cultivo dos basidiomicetos, foram
realizados estudos de rastreamento da atividade anti-Trichomonas vaginalis.
Sendo assim, a busca por moléculas originadas de basidiomicetos com atividade
tricomonicida baseia-se no fato de apresentarem um alto potencial de producéo
de compostos com atividade bioldgica.

3.1.2. MATERIAIS E METODOS

3.1.2.1. Culturas dos basidiomicetos

Os micélios dos basidiomicetos estudados, A. camerarium e G.

bY

pampeanus, pertencem a colecdo do Laboratério de Biofilmes e Diversidade
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Microbiana da UFRGS. Os micélios foram cultivados em meio agar extrato de
malte (3% de extrato de malte), a 28 °C, em placa de Petri, como exemplo na
figura 3.1.1.

Figura 3.1.1: Crescimento dos micélios de A. camerarium em meio agar extrato
de malte (3%), apos 21 dias a 28°C.

3.1.2.2. Cultivo in vitro de T. vaginalis

O isolado de T. vaginalis ATCC 30236, pertencente ao Laboratorio de
Pesquisa em Parasitologia da UFRGS, foi cultivado no meio trypticase-extrato de
levedo-maltose (TYM) (Diamond, 1957), sem agar, pH 6,0, suplementado com
10% de soro bovino estéril, inativado, a 37 °C. Somente foram utilizadas nos
experimentos culturas que apresentaram 95% de wiabilidade, comprovada

através da motilidade e da excluséo por trypan blue (0,2%).

3.1.2.3. Obtencédo de substancias bioativas: A. camerarium e G.

pampeanus

O desenwlvimento de A. camerarium e G. pampeanus visando a
obtencdo de substancias bioativas foi realizado em caldo extrato de malte, com
variagdes na fonte de nitrogénio, pH e tempo de incubac&o. Trés discos de agar
extrato de malte contendo o micélio do basidiomicetos foram transferidos para

frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL do meio indicado.

Para a obtencdo de substancias bioativas de A. camerarium foram
transferidos discos de agar contendo os micélios do basidiomiceto para frascos

contendo 50 mL de meio caldo extrato de malte (CEM 3%) variando fonte de
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nitrogénio (CEM 3% + KNO3 0,3% e CEM 3% + (NH,).SO,4 0,3%), pH (4, 7, 9) e
tempo de incubacédo (14, 21 e 28 dias), mantidos a 28 °C (Tabela 3.1.1).

Tabela 3.1.1: Variac&o do cultivo de A. camerarium para avaliacdo da producao
de substancias com atividade anti-T. vaginalis.

Meio de Cultivo CEM (3%) + KNOs (0,3%) CEM (3%) + (NH4)2SO4 (0,3%)

pH 4 7 9
Tempo de cultivo (dias) 14 21 28 14 21 28 14 21 28

Ap6s o periodo indicado, os micélios foram separados do meio por
filtracdo a vacuo. Cada filtrado foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL). A
fracdo aquosa foi concentrada em evaporador rotativo, liofilizada e pesada. A
partir do extrato seco da fracdo aquosa foi feita uma solugcéo estoque em agua
(100 mg/mL) para ensaios de atividade anti-T. vaginalis. A fracdo organica foi
concentrada em centrifuga a vacuo, pesada e solubilizada em dimetil sulféxido
(DMSO) e adicao posterior de agua, resultando em uma solucéo estoque de 100
mg/mL que também foi testada a atividade anti-T. vaginalis. As solucdes
estoques foram esterilizadas por filtracdo em membrana de 0,22 pm.

Para a producdo de substancias bioativas de G. pampeanus foram
transferidos discos de agar contendo os micélios do basidiomiceto para frascos
contendo 50 mL de meio caldo extrato de malte (CEM 3%) variando fonte de
nitrogénio (CEM 3%; CEM + peptona 0,3%; CEM 3% + KNO3 0,3% e CEM 3% +
(NH4)2S0O4 0,3%), e tempo de incubacéo (14, 21 e 28 dias). O pH dos meios foi
fixado em 7 e os micélios foram incubados mantidos a 28°C (Tabela 3.1.2).

Tabela 3.1.2: Variagao do cultivo de G. pampeanus para avaliagdo da produgao
de substancias com atividade anti-T. vaginalis.

- : CEM (3%) + CEM (%) + CEM (3%6) +
Meio de Cultivo CEM (3%) peptona (0,3%) KNOs (0.3%)  (NHe)>SOx (0,3%)
pH 7 7 7 7

Tempo de cultivo (dias) 14 21 28 14 21 28 14 21 28 14 21 28

ApGs o periodo indicado, os micélios foram separados do meio por
filtracdo a vacuo. O filtrado foi concentrado em evaporador rotativo, liofilizado e

pesado. A partir do extrato seco do filtrado foi feita uma solucdo estoque em
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agua (100 mg/mL) para ensaios de atividade anti-T. vaginalis. A solucdo estoque

foi esterilizada por filtracdo em membrana de 0,22 pm.

3.1.2.4. Teste da atividade anti-Trichomonas dos extratos em

microplaca

Em microplaca de 96 pocos, foram adicionados em cada poc¢o 50 uL das
solugdes com os extratos a serem testados e 150 uL de uma suspensao de
trofozoitos de T. vaginalis, na qual a concentragéo foi ajustada por contagem em
camara de Thoma, resultando em um volume final de 200 L contendo 5,0 x 10*
trofozoitos/ mL e 25 mg/mL de extrato a ser testado. O controle negativo do
cultivo (meio do cultivo dos basidiomicetos e suas variagdes, sem adicdo dos
miceélios) foi utilizado em todos os experimentos a fim de garantir a auséncia de
efeito do meio nas atividades biologicas. As placas foram mantidas em estufa a
37 ° C por 24 horas. Apos esse periodo, 20 uL de uma solucao de resazurina a
0,1 mg/mL em tampéo PBS foi adicionada em cada poco. Apos 1 hora de
incubacéo a 37°C a fluorescéncia de cada poco foi lida em espectrofotémetro de
fluorescéncia (Spectramax Gemini XS - Molecular Devices Cooperation,
Sunnyvale, CA, USA) e a quantificacdo dos trofozoitos viaveis foi realizada
(Duarte et al., 2009).

3.1.3. RESUTADOS E DISCUSSAO

Os extratos foram testados para verificar a presenca de substancias com
atividade anti-T. vaginalis. Para os extratos aquosos obtidos de A. camerarium
destacam-se as atividades obtidas através das condicGes de cultivo em meio
CEM + KNO3 por 21 diasem pH4 e 7 e por 28 diasem pH4 e 7; em CEM +
(NH4)2SO4 por 21 dias em pH 4, 7 e 9 (figura 3.1.2). Nao houve influéncia dos
meios de cultivo dos basidiomicetos (controle negativo) na atividade
antiparasitaria. Nao se obteve sucesso nos testes realizados com as fracdes
organicas, isto é, nao foi identificada atividade antiparasitaria nos extratos
organicos de A. camerarium, além desse tipo de extracdo ndo apresentar bom

rendimento. Sendo assim, 0s estudos posteriores com G. pampeanus foram
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realizados sem extracdo com acetato de etila, visando, sobretudo, a preservacéao

da integridade de moléculas sensiveis a solventes organicos.

m CEM + nitrato de potassio CEM + sulfato de aménio

B
-
I O
0 I

14d 14d 14d 21d 21d 21d 28d 28d 28d
pH4 pH7 pH9 pH4 pH7 pH9 pH4 pH7 pHO

Extratos Testados

-
N
o

g 8 8

% Trofozoitos Viaveis
F o8
o

8

Figura 3.1.2: Rastreamento de atividade anti-T. vaginalis ATCC30236 de
extratos aquosos de cultivo de A. camerarium. Barras pretas: cultivo em CEM +
KNOQOsg; barras cinzas: cultivo em (NH,)>SO,. 14 d: 14 dias de cultivo; 21 d: 21 dias
de cultivo; 28 d: 28 dias de cultivo. Resultados representam média percentual da
atividade em relacédo ao controle (100% de trofozoitos viaveis) (n=3, triplicata).

Para os extratos obtidos a partir do cultivo de G. pampeanus, diversas
atividades foram destacadas. Ao testar os extratos incubados por 28 dias em
meio CEM + peptona, CEM + KNO3; e CEM + (HN,).SO, obteve-se atividade de
100% (figura 3.1.3), isto é, os extratos na concentracdo de 20 mg/mL foram
capazes de inibir 100% dos trofozoitos, em relacdo ao controle. Nao houve
influéncia dos meios de cultivo dos basidiomicetos (controle negativo) na
atividade antiparasitaria.
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Figura 3.1.3: Rastreamento de atividade anti-T. vaginalis ATCC30236 de
extratos de cultivo de G. pampeanus. Barras pretas: cultivo de 14 dias; barras
cinza: cultivo de 21 dias; barras brancas: cultivo de 28 dias. O: CEM; P: CEM +
peptona; N: CEM + KNOj3; S: CEM + (NH,).SO,. Resultados representam média
percentual da atividade em relacdo ao controle (100% de trofozoitos viaveis)
(n=3, triplicata).

Esses resultados demonstram a diversidade da atividade anti-T. vaginalis
com a variacao da fonte de nitrogénio usada no meio de cultivo, assim como o
pH do meio. Utilizando KNO3 obteve-se uma maior atividade antiparasitaria para
ambos basidiomicetos. Em outros estudos € sugerido que fontes mais
complexas de nitrogénio podem prover um longo periodo no qual as condicdes
sdo favoraveis para um crescimento 6timo e producdo de compostos ativos
(Calam, 1986). Entretanto, Kachlishvili e colaboradores (2005) analisaram a
atividade de enzimas lignoceluliticas de quatro basidiomicetos de espécies
diferentes, variando a fonte de nitrogénio e concluiram que o efeito da fonte de
nitrogénio na atividade enzimatica do cogumelo foi variavel, dependendo do
fungo e do composto testado. Sendo assim, a variagcéo da fonte de nitrogénio &
util para a otimizacdo da producéo de determinada molécula ativa, n&o existindo

uma fonte ideal padréo.
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Abstract

The flagellated protozoan, Trichomonas vaginalis, causes trichomonosis, the
most common non-viral STD in the world. Metronidazole and tinidazole are two
drugs of choice recommended by the Food and Drug Administration (FDA, USA)
for the treatment of human trichomonosis. However, adverse effects and resistant
isolates have been reported. The search for natural bioactive compounds in
basidiomycetes can be an interesting approach to discover alternative drugs for
the therapy of T. vaginalis infection. The basidiomycete Amauroderma
camerarium was cultivated under different conditions (nitrogen source and time of
growth) and the supernatants containing fungal substances were tested against
T. vaginalis. A purification of the preparation with higher inhibitory was performed.
Amaurocine, a 13 kDa-protein was isolated and presented MIC of 31.2; 62.5 and
62.5 pg/mL against T. vaginalis isolates ATCC 30236, TV-LACH1 and TV-
LACM2 (clinical metronidazole resistant isolate), respectively. Moreover,
amaurocine was tested at a concentration of 62.5 pg/mL and revealed 12.6% of
cytotoxicity for neutrophils, besides to have elevated the NO release, suggesting

that amaurocine presents a proinflammatory character.

Keywords: Basidiomycetes, antiparasitic activity, Trichomonas vaginalis,

Amauroderma camerarium.
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4 DISCUSSAO GERAL






Basidiomicetos, ou cogumelos, tem ha muito tempo atraido interesse de
muitas areas de produtos alimenticios e farmacéuticos e representam uma fonte
rica de substancias bioativas com diversas atividades como agentes
antimicrobianos, imunossupressores, antiparasitarios e antitumorais (Wasser &
Weis 1999; Zjawiony, 2004).

Muitas moléculas isoladas de fungos basidiomicetos apresentam potencial
atividade antiparasitaria (Jin & Zawiony, 2006; Cota et al., 2008; Adams et al.,
2010). Nos ensaios preliminares de verificacdo da atividade anti-T. vaginalis,
tanto A. camerarium quanto G. pampeanus demonstraram atividade contra o
protozoario, indicando a presenca de potenciais moléculas com atividade

antiparasitaria produzidas em meio de cultura por esses basidiomicetos.

De acordo com a base de dados do NCBI (www.nchi.nlm.nih.gov) néao
existem relatos demonstrando atividade bioldégica relacionada ao género
Amauroderma. Existe somente uma publicacdo relacionada a espécie
Amauroderma boleticeum, relatando uma alta atividade de oxidorredutase
extracelular (Saparrat et al., 2000), além de uma outra publicacdo descrevendo
uma nova espécie, Amauroderma coltricioides (Aime et al., 2003). Sendo assim,
este € o primeiro relato de atividade biolégica de substancias derivadas desse
género. Dessa forma, optou-se pelo basidiomiceto A. camerarium para dar
continuidade aos estudos de purificagdo e identificacdo da substancia bioativa.
As moléculas com atividade anti-T. vaginalis potenciais derivadas do

basidiomiceto G. pampeanus serdo investigadas posteriormente.

Apos o fracionamento e a purificacdo do extrato bruto derivado do cultivo
de A. camerarium obteve-se uma frag&o pura de substancia de caréter proteico,
capaz de inibir o crescimento do isolado ATCC 30236 de T. vaginalis na
concentracdo de 31,2 pg/mL, assim como de inibir os isolados clinicos TV-
LACH1 e TV-LACM2 (resistente ao metronidazol) na concentracdo de 62,5
ug/mL (Tabela 3.2.1).

A andlise por espectrometria de massas da amaurocina resultou em 39
peptideos, os quais foram utilizados na busca na base de dados de proteinas do

NCBI. Ao verificar a homologia dos peptideos resultantes apds a espectrometria
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de massas com proteinas derivadas de fungos néo foi encontrada similaridade
entre tais proteinas e os peptideos da amaurocina (anexo 1), sendo assim, &

possivel sugerir gue a amaurocina trata-se de uma proteina inédita.

Também foram avaliados fungos com o genoma sequenciado,
pertencentes ao filo Basidiomycota, e também né&o foi encontrada similaridade
com outra proteina. Entretanto, quatro enzimas de Puccinia graminis f. sp. Tritici
(ATPase, ATPase tipo P, proteina ligada ao ATP de transporte de cobalto ChiO
2, DNA helicase dependente de ATP) apresentaram alguma identidade, porém
baixa, com alguns peptideos resultantes da sequencia da amaurocina (anexo 2).
Este fato pode indicar que a amaurocina apresenta dominio de ligacdo de ATP

em sua estrutura.

Existem peptideos com amplo espectro de atividade antimicrobiana contra
bactérias, fungos e virus. Esses peptideos sdo moléculas capazes de solubilizar-
se em ambientes aquosos e também de penetrar em membranas lipidicas
(Izadpanah & Gallo, 2005). Os peptideos antimicrobianos séo antibidticos
naturais codificados por genes que tém recebido atencdo na pesquisa de novos
antibiéticos no combate de doencas infecciosas. Em organismos multicelulares,
os peptideos antimicrobianos, como as defensinas e catelicidinas, oferecem uma
resposta protetora coordenada contra infecgbes e sdo componentes principais
da resposta imune inata em vertebrados. Em organismos unicelulares, tais
peptideos, como as bacteriocinas, tém a funcéo de suprimir a competi¢cdo entre
espécies. Devido ao fato de muitos peptideos antimicrobianos terem acgao
antimicrobiana através do rompimento da membrana s&o por isso considerados
menos provaveis de induzir resisténcia, aumentando com isso, 0 interesse como

alternativa para novos farmacos antimicrobianos (Sang & Blecha, 2008).

Entretanto, recentemente tem sido sugerida a possibilidade de o poro
transmembrana formado pelos peptideos ndo ser o Unico mecanismo de acéo
antimicrobiana. De fato, diversas observacdes sugerem que peptideos
translocados podem alterar a formacdo da membrana citoplasmatica, inibir a
sintese de parede celular, a sintese de acido nucleico, a sintese de proteinas ou
ainda a atividade enzimatica (Brogden, 2005). Dessa forma, é possivel que a

amaurocina seja uma proteina antimicrobiana produzida pelo A. camerarium
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como defesa do basidiomiceto contra infec¢des, atuando através de um

mecanismo de acdo ainda desconhecido.

A capacidade da proteina de estimular a liberacdo de Oxido nitrico de
neutréfilos, tanto na auséncia quanto na presenca de T. vaginalis, com
citotoxicidade de 12,6% contra neutréfilos humanos, pode ser destacada como
uma importante propriedade. E importante ressaltar que os neutréfilos tém
grande participagdo na infeccdo por T. vaginalis e desempenham papel de
protecdo do hospedeiro (Song et al., 2010). ONO ou seus metabdlitos estaveis
sdo relatados como as principais moléculas efetoras da maioria das infec¢fes
parasitarias, sendo associado com a atividade microbiana desempenhada por

macrdéfagos e células polimorfonucleares (Liew, 1992).

Levando-se em conta a atividade anti-T. vaginalis da amaurocina tanto
contra isolado sensivel como resistente ao metronidazol, € importante salientar a
relevancia da identificagdo de uma nova molécula com atividade antiparasitaria.
Essa nova molécula proteica demonstra potencial como novo farmaco ja que por
apresentar atividade contra isolado resistente ao metronidazol de T. vaginalis
sugere atuar por um mecanismo de acdo diferente do utilizado pelo
metronidazol. Além disso, na concentragdo ativa contra T. vaginalis, a
amaurocina apresenta baixa citotoxicidade contra neutrofilos humanos, podendo
ser um indicio de baixa toxicidade em humanos, 0 que aumenta seu potencial
como prototipo de farmaco.

O basidiomiceto A. camerarium € cultivavel, assim como seu micélio,
tornando facil o acesso a proteina para produgdo de um protétipo de farmaco.
Além disso, técnicas de biologia molecular podem ser empregadas para
otimizacdo do processo. E possivel trabalhar com clonagem do gene que
expressa essa proteina, transfeccdo e expressdo em uma maior quantidade da
proteina em questéo, tornando assim mais faceis os processos de purificaco.
Kaneko e colaboradores (2008) realizaram a clonagem, andlise da sequéncia e
expressdo em Escherichia coli do gene uckldo basidiomiceto L. edodes que
codifica uma UMP-CMP quinase. A enzima foi expressa, apresentando atividade
desejada, demonstrando a viabilidade desse tipo de processo.
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Em resumo, nossos resultados demonstraram atividades favoraveis da
fracdo purificada derivada de A. camerarium, jA que esta apresenta atividade
anti-T. vaginalis mesmo contra isolado resistente ao metronidazol, além de
atividade proéinflamatéria, que contribui com a resposta imunolégica do
hospedeiro. Como resultado disso, sugerimos uma a¢do sinérgica da fracéo
proteica purificada direta com atividade contra T. vaginalis e acdo indireta
melhorando o sistema imunolégico hospedeiro, aumentando a protecdo contra
esse protozoario parasito.
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5 CONCLUSOES






A partir dos estudos e resultados obtidos com o trabalho desenvolvido

nessa dissertacao foi possivel evidenciar:

- O potencial dos basidiomicetos como fontes de moléculas bioativas, nesse
trabalho focado na atividade antiparasitaria, sendo este o primeiro relato de

moléculas com atividade anti-T. vaginalis.

- A atividade anti-T. vaginalis exercida pela proteina isolada de A. camerarium
em isolado ATCC e em isolados clinicos, incluindo isolado clinico resistente ao
metronidazol, sugerindo um mecanismo de acdo diferente do exercido pelo
farmaco metronidazol no combate a tricomonose, sendo um farmaco alternativo

em potencial em casos de resisténcia.

- A importante atividade proinflamatoria da amaurocina, ja que a esta foi capaz
de induzir liberagdo de NO de neutrdfilos, sendo este um mecanismo importante

de defesa do hospedeiro nesta patologia.
- O potencial terapéuticapresentado pela amaurocina para o tratamento da

tricomonose, levando em conta sua atividade, baixa citotoxicidade contra

neutroéfilos humanos.
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6 PERSPECTIVAS






As perspectivas desse trabalho séo:
- Continuar os ensaios de purificacdo e identificacdo de moléculas com
atividade anti-T. vaginalis produzidas pelo basidiomiceto G. pampeanus.
- Amaurocina € originaria de basidiomiceto, sendo por isso de fonte cultivavel,
além de ser possivel a otimizacdo da sua producdo por técnicas de biologia
molecular.
- ldentificacdo do gene que codifica a proteina em questdo, visando a
expressdo da proteina através de outro organismo, utilizando ferramentas de
biologia molecular.
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8. ANEXOS






8.1 Anexo 1
Andlise da homologia da amaurocina com proteinas de fungos

A analise da homologia entre proteinas com alguma identidade quando pareadas
com os 39 peptideos, resultantes da analise MS/MS da amaurocina, foi realizada
utiizando a ferramenta BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov). Para comparar as 13

proteinas com maior similaridade com os peptideos foi utilizando o software
BioEdit, resultando nos dados abaixo.
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ACR78140.1 - predicted cytochrome P450 de Beauveria bassiana
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210 220 230 240 250
D T T S T O A A
YAEFEVGHWA GRVSLDIIGV ADLGRDEFNAT HNEDDEIVKT YMLITTPTMQ

260 270 280 290 300
e B L T B T
DRLLLVMADF LTAFVPMSIL LHSPIPRAIE AKGAAKKIRD VCKDVIRLKR

310 320 330 340 350
B R e L e R R
QKLADSKLED VDILSIALRS GMFSEEELIN HMMTFLGAGH ETTASALSFA
—————————— ~-ALSIALR- -=--====== =—=———————— -

360 370 380 390 400
D T T S L L A
IYAMCRHPEV QTRLRQEVRA NLPPPVGDDG REITSMEIDR LPYLAAVCSE

410 420 430 440 450

VLRMYSPVPQ TIRETVRDTT IQGQPLPRGT RLLLVPWATN LDTRFWGSDG
———————————————————— ~QGRPLPR-= —=—=-======= ——————————

460 470 480 490 500
S T S O P R |

GEFKPERWLV ARGGGDDEDD GLGGRAASVK AASVGGASSN YVFLSFLHGP

510 520 530 540 550
B e R R I T .. R
RSCIGQSFAK AEFACLLAAW VGRFEFALRD EAMMDEANVM FEQMVTAKVA

560
(I

GGIHVRARAV PGW 563
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EFQ29347.1 - hypothetical protein GLRG 04491 de Glomerella graminicola

GLRG_04491
Amaurocina

GLRG_04491
Amaurocina

GLRG_04491
Amaurocina

GLRG_04491
Amaurocina

GLRG_04491
Amaurocina

GLRG_04491
Amaurocina

GLRG_04491
Amaurocina

GLRG_04491
Amaurocina

GLRG_04491
Amaurocina

GLRG_04491
Amaurocina

GLRG_04491
Amaurocina

GLRG 04491

Glomerella
3

Glomerella
3

Glomerella
3

Glomerella
3

Glomerella
3

Glomerella
3

Glomerella
3

Glomerella
3

Glomerella
3

Glomerella
3

Glomerella
3

Glomerella

graminic

graminic

graminic

graminic

graminic

graminic

graminic

graminic

graminic

graminic

graminic

graminic

10 20 30 40 50
B N L L B L BRI (P ]
MAHRLVAKTG VDLEALSPRD ANALRMPKAI EMKTSKPVVQ LKAAKDKEPP
—————————— V-VEALSPR- ---------I SYQSS--=--- --—=---—---

60 70 80 90 100
T O o [ I I
PQPPASVEEP PASDRPNGAV YQVGKMLGKG GFAVCYTGYH LPDRKKYALK

110 120 130 140 150
T JE L O I E T
IVRSQMPSKM QQKFQTELQI HSKMNHKNIV QFFRAFSFHD CMYLVLELCT

160 170 180 190 200
P O O SO IO AP B I
NGSLMDMVKK RKGLTEPEVR FYSVQVAGAI KYMHGKGIIH RDLKMGNIFL

210 220 230 240 250
.- B T e e e I e I
DHRMNAKVGD FGLAALLVTG RDMQTIRRTT LCGTPNYIAP EILQKGKKGH

260 270 280 290 300
B T L I B e
DHAVDIWSLG IIMFAMLTSK PPFQSTSTEE IYRRARERDY EWPNPETSQK

310 320 330 340 350
B T L I e I e I B R
YISEEAKDCV ATMLEDADMR PEPDVIVQHP FFTCGYMPVE ADMTTRLLTL

360 370 380 390 400
T O o A I
PPDRSEFYAD RMSSQLQAVS KKNMEDMCRE CGVGPLAPVQ VIHTQTWKEM

410 420 430 440 450
T O O P R A I
AAEEKSGLTP MIPLGEDVVY RPFDDWLREK RHARALAASS STRSDATSES

460 470 480 490 500
P O (O SO AU AP I I
HLSGSQTAPT GLFRQPPQSF AAQQRAQNRP PAVASTVRSR PQPEVAPQPA

510 520 530 540 550
FE T T E P E B FE T O R I
EVARPRSVRQ FSAPESRNQL SEPPLRKSTA VRRTPLPTTQ STGSLPSH

560 570 580 590 600
B L L IS e P AT I ot [P
APQSSNQPTV TMTGLLENLK ISSDQTEKAS LFSPTECPET VAGSKPDVVL
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EFW98693.1 - heat shock protein mitochondrial precursor de Grosmannia clavigera

HSP mit. prec.

Amaurocina 4

HSP mit. prec.

Amaurocina 4

HSP mit. prec.

Amaurocina 4

HSP mit. prec.

Amaurocina 4

HSP mit. prec.

Amaurocina 4

HSP mit. prec.

Amaurocina 4

HSP mit. prec.

Amaurocina 4

HSP mit. prec.

Amaurocina 4

HSP mit. prec.

Amaurocina 4

HSP mit. prec.

Amaurocina 4

HSP mit. prec.

Grosmannia

Grosmannia

Grosmannia

Grosmannia

Grosmannia

Grosmannia

Grosmannia

Grosmannia

Grosmannia

Grosmannia

Grosmannia

clav

clav

clav

clav

clav

clav

clav

clav

clav

clav

clav

10 20 30 40 50
B L T T [ T I
MASSKPTSAK KPNGRRPKTP SPSKATRVSK TPKGKMSEKA VLRAASA

60 70 80 90 100

EFEDSSSEDS IETPQKSTPS KRRKGKNRSS DAGKEISSPK TPQKSKA.

110 120 130 140 150
.. D T [t A ERRARR IR R IO
KQKKVWPEFTH VPARMDERSK NGRHEGRNLI VWTRPRMAEK FLLHLQYEIA

160 170 180 190 200
PO T N (R AR IR I
RHKIDVPWDS IAHRMHPGSS GSALLQFLNR LRAVLIAEGH LIPPPLPKPG

210 220 230 240 250
B T A U B RO (OO PR I IR
SRQVVDPTIR GYVRDDMDGP DAVTTRPVPE SEPMEDRRYN LPDAFEANQ

260 270 280 290 300
B L T e o T L T I
RAFLGSARKR VTVKQDSPDP ADLDGDADYT PEMSDPFLST PVHMSASSG

310 320 330 340 350

VAGAMLHHSM ASPVSYMSAD ALPSSALYYG MATEAAGYIP PFDHGMVSSP

360 370 380 390 400

AVVDHSFAAQ GGMTGFEGAY ANDGMDGEYD QLFTRPADSS RSVFTMGEGA

410 420 430 440 450
B S N e At OO [ A P
GATYWRQAIV FPGLETEAPA DQPGKGSGGA DEGLCALERD GLQLQLESQ

460 470 480 490 500
B L T e T [ T IR
GGVQAANLGV GVHVIEAELG AETEGEAGIQ GDEGGVGGGG NRVHLLPQG

510 520 530 540 550

RKDLQQOTVQL QGLVMEGVVV DTGVDVRRMR SRERKKRRSF LRRILEPASG
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EFY84374.1 - Heat shock protein 60 precursor (Antigen HIS-62) de Metarhizium

acridum CQMa 102

HSP 60 Metharizium
Amaurocina 5

HSP 60 Metharizium
Amaurocina 5

HSP 60 Metharizium
Amaurocina 5

HSP 60 Metharizium
Amaurocina 5

HSP 60 Metharizium
Amaurocina 5

HSP 60 Metharizium
Amaurocina 5

HSP 60 Metharizium
Amaurocina 5

HSP 60 Metharizium
Amaurocina 5

HSP 60 Metharizium
Amaurocina 5

HSP 60 Metharizium
Amaurocina 5

HSP 60 Metharizium

acridum

acridum

acridum

acridum

acridum

acridum

acridum

acridum

acridum

acridum

acridum

10 20 30 40 50
.. D T T o A N I
MQORALSSRAR ATALSSAASR YRAGAGLGQQ LRFAHKELKF GVEGRAAL

60 70 80 90 100
S T 1 [ [ [ [
GVDTLAKAVA TTLGPKGRNV LIESSFGSPK ITKDGVTVAK AVSLKDKFE

110 120 130 140 150
B O [ A U EEO A P I I
LGARLLQDVA SKTNDVAGDG TTTATVLARA IFSETVKNVA AGCNPMDLRR
—————————————————————————————————————— VT AGMNPMDL--

160 170 180 190 200

T Y R A B N IO
GIQAAVDSVV EYLHKHKRDI TTSAEIAQVA TISANGDQHV GQMIANAMEK
—————————————————————————————————————————— MIADAMDK

310 320 330 340 350
B T T L (A N A E (P

360 370 380 390 400
S T 1 T [ [ P
STGSITITKE DTIILNGEGS KDAISQRCEQ IRGVAADPTT SEYEKEKLQ

410 420 430 440 450
1 1 T [ T
RLAKLSGGVA VIKVGGSSEV EVGEKKDRFV DALNATRAAV EEGILPGGG

460 470 480 490 500
S T T [t R AN I I
ALIKASAQAL GDVKAANFDQ QLGVNIVKNA ITRPARTIIE NAGMEGSVV

510 520 530 540 550
S T 1 e [ [ P
GKLTDEHAAD FNRGFDSAKG EYVDMIEAGI LDPLKVVRTG LIDASGVAS
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EFY99722.1 - vacuolar assembly protein, putative de Metarhizium anisopliae
ARSEF 23

Vacuolar A
Amaurocina

Vacuolar A
Amaurocina

Vacuolar A
Amaurocina

Vacuolar A
Amaurocina

Vacuolar A
Amaurocina

Vacuolar A
Amaurocina

Vacuolar A
Amaurocina

Vacuolar A
Amaurocina

Vacuolar A
Amaurocina

Vacuolar A
Amaurocina

Vacuolar A
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Vacuolar A
Amaurocina

P

P

P

P

P

P

P

Metarhizium

Metarhizium

Metarhizium

Metarhizium

Metarhizium

Metarhizium

Metarhizium

Metarhizium

Metarhizium

Metarhizium

Metarhizium

Metarhizium

acrid

acrid

acrid

acrid

acrid

acrid

acrid

acrid

acrid

acrid

acrid

acrid

S A I |
KSLFSSGASIISKDSGDDAASVSKTLSATGTLRRGQVKGSGPVTVHPSLT 650

660 670 680 690 700
B T T T A O PR I N IS
KPGIKIFIHSPYDCILGTKRDLADHLAWLVEHEQFQLAWELLDENPEIIA 700

710 720 730 740 750
F T e A I F o T L P
TTPERPGDVPPATPSKGQAAADEFFDGDSVVESTQODIQSHSVGEKRRIG 750

760 770 780 790 800
S R I |
ELWIQQLIENGSWRRAGEVCAKVLATPGRWEKWVWTEFVGAKHFDEITPYI 800

810 820 830 840 850
B T T T T S A R N S|
PSQPMHPPLPTTIYEVVLGHYIQNDKPRFRELLDQWSTDLEDVRAITTAL 850

860 870 880 890 900
| | | [ e P A e |

ENQLKFRDVQEDSIEDGEKGRDWLIVMESLARLYEAGGRHREALKFYIKL 900
————————————————————————————————————————————— FYINL 5

910 920 930 940 950

S O P S O e R |

HDADSVFRLIRDRHLVEAVADDIPGFIGLRVSLERMKQMTEQDLVEATSE 950
Hemmmmmmmm e RVEQLS------=--~ 12

960 970 980 990 1000
B T T T e U B S I |
AITLLVDEAQHGLVRPDVVVEQLEAKKLYLYLFFYLRGLWRGQGIREHSA 1000

————————————— VAPDA=- = === === ——mmm e 17

1010 1020 1030 1040 1050
e R A I |
ENIDRLVMDSQSLVDGYADLAVHLFATYDRPLLMEFLKSSTSYTFDKAVQ 1050

—————————————————————————————————————————————————— 17

1060 1070 1080 1090 1100
R A I |
ECEACSYHDELVYLYSKTGOMKRALHLIIDRLKNVQKAIEFAKEQDDPDL 1100
—————————————————————————————————————————————————— 17

1110 1120 1130 1140 1150
S R A O |
WNDLLDYSMDKPSFIRALLEQVGTAINPITLVRRIPEGLEIQGLREGLTH 1150
—————————————————————————————————————————————————— 17

1160 1170 1180 1190 1200
R e I |
MMKEHELQHSISSGVAQVLRSELAAAQNDLRSGQQKGIKFEVVQPGTGKS 1200
—————————————————————————————————————————————————— 17
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EFY96872.1 - Heat shock protein 60 (Antigen HIS-62) de Metarhizium anisopliae

ARSEF 23

HSP 60 Metarhizium
Amaurocina 7

HSP 60 Metarhizium
Amaurocina 7

HSP 60 Metarhizium
Amaurocina 7

HSP 60 Metarhizium
Amaurocina 7

HSP 60 Metarhizium
Amaurocina 7

HSP 60 Metarhizium
Amaurocina 7

HSP 60 Metarhizium
Amaurocina 7

HSP 60 Metarhizium
Amaurocina 7

HSP 60 Metarhizium
Amaurocina 7

HSP 60 Metarhizium
Amaurocina 7

HSP 60 Metarhizium
Amaurocina 7

HSP 60 Metarhizium
Amaurocina 7

anisopliae

anisopliae

anisopliae

anisopliae

anisopliae

anisopliae

anisopliae

anisopliae

anisopliae

anisopliae

anisopliae

anisopliae

10 20 30 40 50
S T T T o L |
MORALSSRARATALSSAASRYRAGAGLGQQLRFAHKELKFGVEGRAALLA 50

60 70 80 90 100
R S T T L P R |
GVETLAKAVATTLGPKGRNVLIESSEFGSPKITKDGVTVAKAVSLKDKFEN 100

110 120 130 140 150

LGARLLQDVASKTNDVAGDGTTTATVLARAIFSETVKNVAAGCNPMDLRR 150
—————————————————————————————————————— VTAGMNPMDL-- 10

160 170 180 190 200

GIQAAVDSVVEYLHKHKRDITTSAEIAQVATISANGDHHVGOMIANAMEK 200
—————————————————————————————————————————— MIADAMDK 18

210 220 230 240 250
S T T o L |
VGKEGVITVKEGKTMODELEVTEGMREDRGFVSPYFITDTKAQKVEFENP 250

260 270 280 290 300
T T e I P L I e |
LILLSEKKISAVQDIIPALEISTQTRRPLVIIAEDIDGEALAVCILNKLR 300
—————————————————————————————————————————————————— 21

310 320 330 340 350
S T P T T e B
GQLQVAAVKAPGFGDNRKSILGDIGVLTKGTVEFTDELDIKLEKATIDMLG 350

—————————————————————————————————————————————————— 21

360 370 380 390 400

STGSITITKEDTIVLNGEGSKDAISQRCEQIRGVAADPTTSEYEKEKLQE 400
—————————————————————————————————————————————————— 21

410 420 430 440 450
T o O P T N I
RLAKLSGGVAVIKVGGSSEVEVGEKKDREVDALNATRAAVEEGILPGGGT 450

460 470 480 490 500
e S T T P R |
ALIKASAQALGDVKAANFDQRLGVNIVKNAITRPARTIIENAGLEGSVVI 500
—————————————————————————————————————————————————— 21

510 520 530 540 550

GKLTDEHAADFNRGFDSAKGEYVDMIESGILDPLKVVRTGLIDASGVASL 550
—————————————————————————————————————————————————— 21

560 570 580

LGTTEVAIVESPDEKGPAGPPMGGMGGMGGMGMM 584
—————————————————————————————————— 21
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EFY99722.1 - vacuolar assembly protein, putative de Metarhizium anisopliae ARSEF

23

Vac. AP Metarhizium
Amaurocina 8

Vac. AP Metarhizium
Amaurocina 8

Vac. AP Metarhizium
Amaurocina 8

Vac. AP Metarhizium
Amaurocina 8

Vac. AP Metarhizium
Amaurocina 8

Vac. AP Metarhizium
Amaurocina 8

Vac. AP Metarhizium
Amaurocina 8

Vac. AP Metarhizium
Amaurocina 8

Vac. AP Metarhizium
Amaurocina 8

Vac. AP Metarhizium
Amaurocina 8

Vac. AP Metarhizium
Amaurocina 8

Vac. AP Metarhizium
Amaurocina 8

anisopliae

anisopliae

anisopliae

anisopliae

anisopliae

anisopliae

anisopliae

anisopliae

anisopliae

anisopliae

anisopliae

anisopliae

ATGTLRRGQVKGSGPVTIHPSLTKPGIKIFIHSPYDCILGTKRDLADHLA 65

660 670 680 690 700

WLVEHEQFHLAWELLDENPEIIATTPERPGDVPPATPSKGQAAVDEFFDG 70

710 720 730 740 750

DSVVESTQODIHSHSVREKRRIGELWIQQLIENGNWRRAGEVCAKVLATP 75

760 770 780 790 800
T T e
GRWEKWVWTFVGAKHFDEITPHIPSQTMHPPLPTTIYEVVLGHYIQNDKP 80

810 820 830 840 850
D S o O (A E R A
RFRELLDQWSTDLEDVRAITTALENQLKFRDVQEDSIEDGEKGRDWLIVM 85

860 870 880 890 900
D T o O A O A
ESLARLYEAGGRHREALKFYIKLHDADSVFRLIRDRHLAEAVADDIPGEFI 90

910 920 930 940 950
GLRVSRERMKQMTEQNLVEATSEAITLLVDEAQHGLVRPDVVVEQLEAKK 95
——————— RVEQLS--==--=======—=-———————~VAPDA--—=---=-= 17

960 970 980 990 1000
B T L o e N A
LYLYLFFYLKGLWRGQGIREHSADNIDRLVMDSQSLVDSYADLAVHLFAT 10
—————————————————————————————————————————————————— 17

1010 1020 1030 1040 1050
B T L S R N A
YDRPLLMEFLKSSISYTFEKAVQECEACSYHDELVYLYSKTGQMKRALYL 10

1060 1070 1080 1090 1100
P T T I
IIDRLKNVQKAIEFAKEQDDPDLWNDLLDYSMDKPSFIRALLEQVGTAIN 11
—————————————————————————————————————————————————— 17

1110 1120 1130 1140 1150
B T T o O [ A IR
PITLVRRIPEGLEIQGLREGLTHMMKEHELQHSISSGVAQVLRSEL Q11
—————————————————————————————————————————————————— 17

1160 1170 1180 1190 1200
D T o o (o E O A
NDLRSGQQKGIKFEVVQPGTAKSPNMSSKGQVGTDKNVGDKSDNGTLQHR 12
—————————————————————————————————————————————————— 17
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XP 001816864.2 - hypothetical protein AOR_1 648184 de Aspergillus oryzae
RIB40

10 20 30 40 50
e T T T T T I
AOR Aspergillus oryzae MPPANSPSQONTPHSPSASSLQQLSVISTPLPSLPASVSDDAHDDNVSEFLR 50
Amaurocina = =000 0@ mm oo oo 1

60 70 80 90 100
T T T O T
AOR Aspergillus oryzae SRVRSPPDSSSSLSRORRRROQTLPELDPMDVDDPAALRMSVEINRRIPI 100

Amaurocina =000 e 1

110 120 130 140 150
T e T T
AOR Aspergillus oryzae VRREHDSSNSNNNSNSMPNYEGRISNPRSLYGWAPASDDDDEEDHDMTYG 150
Amaurocina = === @—m oo - 1

160 170 180 190 200
T e T T
AOR Aspergillus oryzae PLQODGNTISSWEFGRLSDRNAPRRPMRRDPVAQDPHTFLEAPPESNTQRLS 200
Amaurocina = === —m oo 1

210 220 230 240 250
S S T T O [ S T
AOR Aspergillus oryzae DHSPLSTTEALLQSVRRQPRFSRTRTLHNYLLDRERASQDLEESRERSGT 250

Amaurocina 0000 e 1

260 270 280 290 300
T e T T
AOR Aspergillus oryzae AATSRAYRFLPSNRGEPHRLLTHNELRARINAHRQLHLDNPPSPRLKETI 300
Amaurocina = === —o s 1

310 320 330 340 350
T e T T
AOR Aspergillus oryzae KYLDRLRYSSSFEESLTSAAAGGFVRLDFLPWDEDDFILDTASIAPPPTC 350
Amaurocina = =====0 0 @—m oo - 1

360 370 380 390 400
S S T T O (o S B
AOR Aspergillus oryzae SWLQPGMVESGSQRAASSANSFSAPRVSSPPSSHDPLIVNGSEQSGSRIP 400

Amaurocina 00000 e 1

410 420 430 440 450
e e T T e I
AOR Aspergillus oryzae VQTTSGRRYMANNIYNLGTGRDENWPVKVTIHNINPEEMTLSGTMEAYNI 450
Amaurocina = 00000 mo oo o ———————o- 1

460 470 480 490 500
S T O (P I |

AOR Aspergillus oryzae PDKTSPSHDAHIVTFLEGEIIDEFNTHTLETKNFKADAEIDCTYWRELQPEF 500
Amaurocina = === 0 —o oo 1

510 520 530 540 550
T T T T P
AOR Aspergillus oryzae KNLSDDAMTRSLVSRKWITEELSKGWILMRWKERCFITPTDSRQGLTISG 550

Amaurocina 0000 e 1

560 570 580 590
T T T -
AOR Aspergillus oryzae FYYISLHRESGHIEGLYYDPGSSPYQQLSLKPESKRMVRPSYSFR 595
Amaurocina -F..N...---.VS-—-————————- .D.E---D.S---------- 17
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XP 002549932.1 - conserved hypothetical protein de Candida tropicalis MYA-3404

CHP Candida
Amaurocina

CHP Candida
Amaurocina

CHP Candida
Amaurocina

CHP Candida
Amaurocina

CHP Candida
Amaurocina

CHP Candida
Amaurocina

CHP Candida
Amaurocina

tropicalis

tropicalis

tropicalis

tropicalis

tropicalis

tropicalis

tropicalis

10 20 30 40 50
O T T T O (P I
MSQYIGKTISLISNKGLRYVGLLENINADDATVALKSVRLEFGTEGRMAAM 50
__________________________________________________ 1

60 70 80 90 100

GQPHLEVSPGVDVYDYVVFRGSDVKDLSVLDTPIDEVKPNIYRPPQQOQQQ 100

110 120 130 140 150
T T T O O (A (A A |
QPTPTTGQYYSGPPSTTTANGAPQTQAPVTTTTATSAQSPVQSSVSQTTN 150

160 200

VPAASPGQVAQAPVETGIPEAPQVONPAPTRTIDEEPLTKTVSENKPADA 200

210 220 230 250

QPGSVPQPAATQKPRRESKLDIPPEEFDFEQANAKFSKELEQERELEHTG 250
10

260 280 290 300
S O T O o A I |
YNKSSSFFDNISSSTEERTNMRWSEERNLNMDTFGEASLQRGGRGGRGGR 300
18

270

310 320 330 340

D S S T O S O
GRGGRGNWRGRGGNYRGRGNGNWRGGNNNRGRNSDYNTKPEWA 343
18
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XP 002552768.1 - KLTHODO01012p de Lachancea thermotolerans

KLTH Lachancea
Amaurocina 11

KLTH Lachancea
Amaurocina 11

KLTH Lachancea
Amaurocina 11

KLTH Lachancea
Amaurocina 11

KLTH Lachancea
Amaurocina 11

thermotolerans

thermotolerans

thermotolerans

thermotolerans

thermotolerans

10 20 30 40
P O O S
MIRTCAQSTLRASSRLSAISPRLFLRAQSSNALTKTQPPF 40

50 60 70 80

TFSKSGPSSVKYTSQHEWIAAHQDGTAFVGITKYAADALG 80

90 100 110 120

DATYIELPEADSELEAGDSLGSVESVKSASEVYQPLAGTV 120
————————— FQNDLAD---MGKID-----—----——-----V 13

130 140 150 160
T T T [ O

LEGNES---LNDTPQLINEDPMGEGWIAKVRLNDLADMNG 157
LEG-----——- NE--QFIN-=-==-=—==————————mmmmmm 22

170
T .
EELMSLEQYEESLKEDH 174
————————————————— 22
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XP_002844749.1 - transcription-associated protein 1 de Arthroderma otae CBS
113480

Amaurocina 12 = = = @ —---mo oo ———— oo 1

1860 1870 1880 1890 1900
| P T O T O o |

TAP Arthroderma otae SYIRLEDTVNKYGAYVLISYFIAHYETPSKIVVQIYVALLRAHQNEGKSL 1900
Amaurocina 12 = = = —o - -mo oo 1

1910 1920 1930 1940 1950

TAP Arthroderma otae VTQALEILAPSLPKRILSGPDPRFPVWARWPRRILTEETANLQOQVMSILQO 1950
Amaurocina 12 = = = oo -o oo 1

1960 1970 1980 1990 2000

TAP Arthroderma otae FLVRQOPDLEFYEARENFIPLIIPSLVKIAGPNNLSFDSRKLVLHLVTLIWT 2000
Amaurocina 12 = = = o —o - -m oo 1

2010 2020 2030 2040 2050

TAP Arthroderma otae WEEKRVTGRRDPASPNSMKRKLADMEMQASPSMSTTPLPPKERPEYTIPL 2050
Amaurocina 12 = = —---------o—m——o———————————————— o QOKPAPP-—--—-=—-—-- 6

2060 2070 2080 2090 2100

TAP Arthroderma otae DLRTPLVKYLVTEFVCSLVDRFSVPAARFRELLPPKPHHAALGNYGEICKK 2100
Amaurocina 12 = ------ VKFLG-=---=--- KLTIPVQR-—-———————————————————— 19

2110 2120 2130 2140 2150
B T S S P L R I |
TAP Arthroderma otae SVVLLRRFLSPEYWPDVDIDLYQKVLEPILCGEKADKPDEKHITAMINTL 2150

Amaurocina 12 = = —----- oo 19

2160 2170 2180 2190 2200

TAP Arthroderma otae QVLRLLLATKPNSWILDRMSTIQHLVEKALRSDNPEIQDCLHGGEENMDI 2200
Amaurocina 12 = = = o -mm e — e —— 19

2210 2220 2230 2240 2250
e T T e R
TAP Arthroderma otae SPKLPPPIKRVLDALPQEEPSEEEGGMDVDKPSSEFVTFLSTVATESISS 2250
Amaurocina 12 = = o —o - oo oo 19

2260 2270 2280 2290 2300
FE R e I B T e I
TAP Arthroderma otae CGNYMAGINILWTLSKCQPAEMDQHIPHVMKIFSQKLAKDHVAAYINTQSA 2300
Amaurocina 12 = = —---- oo oo 19

2310 2320 2330 2340 2350
B T e e [T B e
TAP Arthroderma otae ASRAMEQQIQVPDPHDLEVGIDLISKTIDLIAVRMSNLGDORRPFLSVLA 2350
Amaurocina 12 = = oo --o oo oo 19

2360 2370 2380 2390 2400
D T T L L e T |
TAP Arthroderma otae QLVERSQNIPLCTKILGMVENWIFQPTESWPTLKEKTAVLHKMLLFESRA 2400
Amaurocina 12 = = = o —o - mm oo 19

2410 2420 2430 2440 2450
T T T T L I |
TAP Arthroderma otae DSTMLGKFLELVIRVYEDPKITRTELTVRLEHAFLIGTRAQDVDMRTREM 2450
Amaurocina 12 = = = o —o--mm oo 19
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XP 003073992.1 - polar tube protein 3 de Encephalitozoon intestinalis ATCC 50506

PTP Encephalitozoon
Amaurocina 13

PTP Encephalitozoon
Amaurocina 13

PTP Encephalitozoon
Amaurocina 13

PTP Encephalitozoon
Amaurocina 13

PTP Encephalitozoon
Amaurocina 13

PTP Encephalitozoon
Amaurocina 13

PTP Encephalitozoon
Amaurocina 13

PTP Encephalitozoon
Amaurocina 13

PTP Encephalitozoon
Amaurocina 13

PTP Encephalitozoon
Amaurocina 13

PTP Encephalitozoon
Amaurocina 13

PTP Encephalitozoon
Amaurocina 13

intestinal

intestinal

intestinal

intestinal

intestinal

intestinal

intestinal

intestinal

intestinal

intestinal

intestinal

intestinal

10 20 30 40 50
P T TS O [ P I
MLLFLLCLYNMEVRSETKVSPDAIHRSKEANTGKGMDYGNRSTRNARI 50

60 70 80 90 100
D T L P e N A
KVHSRHDDDSNRRVHRTHHKGGHRKYGGSIKPHNKNHEKILRNMINSHGN 10

110 120 130 140 150
D T L P R R A
NPENLSHEEKDLANMAAHGNLDALDMLYNDGSITPDVAEDVESSILGSPS 15

160 170 180 190 200
D T L P e N A
ARPATVAPLESELVSVETPPDYSNPEETYFSGGVATGRTNKEQAEINALT 20

210 220 230 240 250
D S L O A O A
YNESPIDDEIPENAYSSLVLMGHSVPVAQGVADEIKDANAKKALRKKRAN 25

260 270 280 290 300
F T T A DS T T (P RO I,
TISQPLVNPSYIPQAQLAKIVNSKDVVSEADRDMLVKSVYEKYIEKGSPE 30

310 320 330 340 350
| . T T T O I A o

EKAGFEAYQAGFLIDKYNEALASGLSPEVAYAKAMSLADLNYQHATRSAA 35

360 370 380 390 400

IAGGGQTAAQSAEDRSLIEEKNAREIVRTPSGLRPKALKKKEEEINEKRL 40
——————————— MEDGELIQ---AREIVR---=-=-=-=———————————— 14

410 420 430 440 450

ERARDISDYLSKVHITEPINRALOKLSQAAALKEAASVEGLSNPVVQEKI 45
—————————————————————————————————————————————————— 14

460 470 480 490 500

LTDVAISSAEDLAKAHENLENAKAQLKPRGRKTNALNFLSKVSTEKAIEE 50
—————————————————————————————————————————————————— 14

510 520 530 540 550

MNRRNEEMONEAIRVQKEANENNAVKEAEEHLAKAAEQEIINNEGKSAFT 55
—————————————————————————————————————————————————— 14

560 570 580 590 600

KVFESTGDIMQAEKAREEAEKITEETLNHEREVRKEEVMKMLGPMGMNDS 60
—————————————————————————————————————————————————— 14
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8.2 Anexo 2

Andlise da homologia da amaurocina com proteinas de fungos do filo
Basidiomycota que possuem genoma sequenciado

A analise da homologia entre proteinas com alguma identidade quando pareadas
com os 39 peptideos resultantes da analise MS/MS da amaurocina foi realizada

utiizando a ferramenta BLAST (www.ncbi.nim.nih.gov). As 10 proteinas com
maior similaridade foram pareadas com os respectivos peptideos agrupados de
forma quimérica utilizando a ferramenta BLAST 2sequence, resultando nos
dados abaixo. Os gréficos indicam as regides de similaridade baseadas nos
resultados do BLAST. A sequencia da proteina (query sequence) é representada
no eixo X e 0s numeros representam os residuos de aminoacidos da proteina.
Os peptideos resultantes agrupados de forma quimérica (subject) estdo
representados no eixo Y e 0s nUmeros representam seus respectivos residuos
de aminoacidos. As linhas no grafico representam os alinhamentos. Os
alinhamentos encontrados pelo BLAST descritos abaixo do grafico estdo
representados no mesmo. Query: sequencia da proteina; Shjct: (subject)
sequencia dos peptideos agrupados de amaurocina. +: Aminoacidos com
propriedades fisico-quimicas semelhantes. Cabe salientar que o software

apresenta as figuras com escalas distintas.
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EFP78715.1 - ATPase de Puccinia graminis

Plot of Ic2375 vs 2377 @
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Icl2375 600 700 800 300 1K 1.100 1.200 1.300 1,407
Query 421 RQMNPM 426
ROM PM
Sbjct 41 ROMTPM 46
Query 868 VATGDKLE 875
+ATGDK +
Sbjct 7 IATGDKFD 14
Query 1399 GRGFNFDQA 1407
G F+F+QA
Sbjct 10 GDKFDFEQA 18
Query 1029 AQTLAIGD 1036
A T+A GD
Sbjct 4 ADTIATGD 11
Query 1347 DEPSTGNKKQDEPA 1360
D +TG+K E A
Sbjct 5 DTIATGDKFDFEQA 18
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EFP78722.1 - P-type ATPase de Puccinia graminis

Plot of IK|33771 vs 33773 ©
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Icll33771 600 700 800 900 1K 1100 1200 1.300 1400 1.536
Query 398 RQMNPM 403
ROM PM
Sbjct 41 ROMTPM 46
Query 864 VATGDKLE 871
+ATGDK +
Sbjct 7 IATGDKFD 14
Query 1386 FNEFDQA 1391
F+F+0QA
Sbjct 13 FDFEQA 18
Query 1524 MDPLRRRTVSDLP 1536
M+P+ + D+P
Sbjct 26 MNPMDLKMGIDVP 38
Query 1331 EKEVQKTTDGANDEKQPLGI 1350
E+ 4+ T GN +GI
Sbjct 16 EQAKKGVTAGMNPMDLKMGI 35
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EFP84186.1 - cobalt import ATP-binding protein cbiO 2 de Puccinia graminis

Plot of kcl[10053 vs 10055
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Query667 APILILDE 674
AP+DE
Sbjct4 APDKTMDE 11
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EFP84527.1 - ATP-dependent DNA helicase de Puccinia graminis

Plot of kl|35019 vs 35021 &
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Icll35018 200 300 400 500 600 700 800 300 1K 1.098
Query 886 NRFPSALLPNNKTASQDLEE 905
+R AL P + SQDLE+
Sbjct 6 SRVVEALSPRH--VSQDLED 23
Query 48 DSVVLSR 54
D+VV+SR
Sbjctl DAVVISR 7
Query 1079 AQIIVALSDHASKFDFENQLR 1099
++++ ALS DE +R
Sbjcté6 SRVVEALSPRHVSQDLEDSSR 26
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AAQ88128.1 - cytochrome P450 lanosterol 14a-demethylase de Cryptococcus
neoformans var. grubii

Plot of Icl|62827 vs 62829 &
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Icll62827 100 150 200 250 300 350 400 445

Query 48 VFQOLCLPRRKDLPPV 63
v + + R+K PPV
Sbjct 313 VRDAVVISRQKPAPPV 328

Query 432 TYVVRNFTLKLAVP 445
T ++ ++ ++A+P
Sbjct 293 TKIIESYGKEIAMP 306
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AAQ88129.1 - C-3 sterol dehydrogenase de Cryptococcus neoformans var. grubii

Plot of kcl|44845 vs 44847 ©
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Ic1144845 150 160 170 182

Query 142 AVALDAYNETKVAA----—- EKMVLEANGQEKGGEGGAKLLTCAIRP 182
+VA DA K+A + ++E+ G+E GGA + RP
Sbjct 143 SVAPDAVKMGKIAEASAAKFQTKIIESYGKEIAMPGGAGNVVRQGRP 189
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AAQ88130.1 - sterol C-24 reductase de Cryptococcus neoformans var. grubii

Plot of Icl|61653 vs 61655 &
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IclIE1653 210 220 230

Query 205 DLFARVFKYGGGPLRMS 221
DL + GGG +RM+
Sbjct 311 DLVMNGVEIGGGSIRMA 327

Query 232 VSLNPRLGVI 241
+ILN R GV+
Sbjct 236 ATLNSRFGVL 245
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AAR20479.1 - mitochondrial cytochrome ¢ peroxidase de Cryptococcus

neoformans var. grubii

Plot of Icij8849 vs 8851 ©
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Query 102 RGKDEYQKVYNRIAETLDKEG 122
R DEY+++ IA+ +DK G
Sbjct 122 RTMDEYEQLNKMIADAMDKVG 142
Query 318 MLPTDMALVKDKSFKKYVDIYADNEEKFFSDFAKAF 353
M+ D DK + +D+ NE+ F + AK
Sbjct 188 MVMADTIATGDKLGEHNIDVLEGNEQ--FINAAKVI 221
Query 42 KPSAPRS 48
+PS PR+
Sbject 117 RPSIPRT 123
Query 44 SAPRSSNTGYIFAGL 58
S+P + N+ + AG+
Sbjct 157 SSPATLNSRGVTAGM 171
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DAAO05785.1 - TPA: TPA_exp: trehalose-6-phosphate phosphate de
Cryptococcus neoformans var. grubii

Plot of Icl[21357 vs 21359 &
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Query 524 ESPKLERMTAELVSHINGTYGSLDFTPVHHYHQALEKDEYFGLLSCADLA 573

++ ++ R T LVS I GT L H LE +E F ++ A +A
Sbjct 263 QAREIVRFTKSLVSSITGTSPKLG----EHNIDVLEGNEQF--INAAKMA 306
Query 72 PMTPEFKPEDAETTVE -SADAKWRI----HARTAHPALVSGIKS ———-—-—-—---LSETHDQL

PMF E At + + K+R+ +TA A V+G + +++ D++
Sbjct40 PMGHREDFEQAKKAEDIGONPKYRMANEEELQTAESAFVTGARREY INLHRMIADAMDKV

Queryll9 LVAWTGEVLIQPDNTQSPQQOPSQATFSSIASNLLAPFSAGDATPQPQPP 167
GE++ +0+ S+ S + A + D +P PP
Sbjctl00 GKMEDGELIKHV--SQDLEDSSRIALSIALRGVTAGMNPMDLKQKPAPP 146

Query684 ALDTAQFTDAYKKANK 699
A D 4+ D Y++ NK
Sbjctl70 APDAVKTMDEYEQLNK 185
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DAA05786.1 - TPA: TPA_exp: neutral trehalase de Cryptococcus neoformans
var. grubii

Plot of icl[23413 vs 23415 &

299

230
e

280
-

Icl|234135
1

PRRMT B VP )| A V) T B VP T O T | O T T B e (10t e e e VS s Sl el P 0 A it e Vit i |
1clI23413 430 500 512

Query477 EASHFTHILQPYAQKIGISVNEYIDGYNDGTIKEPE 512
E ++ K+G S NE ++N T+ E E
Sbjct264 EDGELIKMIADAMDKVGKSTNEAMEWMNSKTMDEYE 299

117



