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RESUMO

As infeccbes flngicas invasivas configuram um problema grave de salde publica,
especialmente em pacientes imunocomprometidos. Mais de 90% de todas as mortes
relacionadas com fungos procedem de espécies que pertencem aos géneros: Cryptococcus,
Candida, Aspergillus e Pneumocystis. A Criptococose é causada pelo fungo encapsulado
Cryptococcus neoformans, que causa doenga pulmonar e pode-se espalhar amplamente no
cérebro e pele; afeta cerca de um milhdo de pessoas anualmente e mata cerca de 650.000. A
viruléncia desse fungo é mediada por varios fatores, como a presenca de uma capsula
polissacaridica anti-fagocitica e a inducdo de enzimas antioxidantes tais como peroxidases e
catalases. Estes mecanismos antioxidantes de defesa se mostram importantes, ndo s6 para a
resisténcia as espécies reativas, mas também para a sobrevivéncia em hospedeiros mamiferos.
Estas enzimas antioxidantes, importantes para a viruléncia, podem servir como alvos
excelentes para a terapia antifungica. O gene TRR1 ¢ essencial em C. neoformans e, codifica
para a enzima citoplasmatica tioredoxina redutase. Esta proteina tem um papel importante na
manutencdo redox da célula e é parte do complexo chamado sistema tioredoxina, no qual
participam a tioredoxina (Trx), tioredoxina redutase (Trr) e NADPH, protegendo as células
contra o estresse oxidativo e nitrosativo. Algumas drogas estdo disponiveis para o tratamento
de infecgBes fangicas sistémicas ou superficiais, contudo, existe apenas um ndmero limitado
de agentes antifungicos eficazes (anfotericina B e o fluconazol para tratar a criptococose),
muitos deles com efeitos secundarios toxicos e indesejaveis. Além disso, a resisténcia aos
antifangicos representa uma limitacdo nas atuais terapias utilizadas, demonstrando uma
necessidade urgente de uma nova geracdo de agentes antifungicos. No presente trabalho, a
expressdo heterdloga, purificacdo e caracterizagdo enzimatica de Trrl e seu substrato Trx1 do
fungo patogénico C. neoformans foram realizados. Os genes TRR1 e TRX1 de C. neoformans
(H99) foram expressos em Escherichia coli via estratégia recombinante. Os fragmentos
génicos foram obtidos por meio da montagem de genes sintéticos inseridos no vetor pET21a
para a producdo como proteinas de fusdo na forma sollvel. Os produtos expressos foram
purificados por cromatografia de afinidade em coluna de niquel e deteccdo por western-blot e
foi possivel identificar uma banda de ~39 kDa e outra de ~12 kDa, correspondentes as
proteinas recombinantes Trrl e Trx1. A analise de atividade enzimatica da proteina Trrl
recombinante foi realizada por ensaios de cinética enzimatica. Os parametros cinéticos Vmax e
Km foram determinados variando a concentragdo de Trx1 de 0.25 pM até 15 pM. Como

resultado a velocidade de reacéo foi aumentando gradualmente a medida que a concentragdo

xiii



de substrato crescia, mostrando assim a capacidade da Trrl em reduzir Trx1. Este trabalho
possibilitou a producdo das proteinas recombinantes com atividades bioldgicas esperadas,
proporcionando quantidades necessarias para a realizacdo de estudos estruturais
tridimensionais (3D). Como resultado preliminar foi identificado o crescimento dos cristais
para a proteina recombinante Trx1 de C. neoformans, em presencia do agente precipitante
sulfato de aménio 2 M pelo método de difusdo de vapor em gota sentada. A partir do
refinamento das condicOes sera possivel encontrar uma solucdo ideal para a difracdo dos
cristais de cada proteina. Diante dos resultados obtidos pelo nosso grupo, na proposta maior
do projeto principal: “Pdés-genoma de fungos patogénicos humanos visando o
desenvolvimento de novas drogas antifingicas”, este trabalho encontra-se inserido nesta linha
de pesquisa para a obtencdo de novas moléculas candidatas que inibam a atividade da proteina
tioredoxina redutase, especificamente na viabilidade do fungo patogénico C. neoformans.
Embora estas moléculas tenham sido selecionadas por varredura virtual de quimiotecas, uma
metodologia in silico, os resultados in vitro feitos previamente em nosso grupo ja apontaram o
potencial destas moléculas como antifungicos para o género Paracoccidioides spp. Em
parceria com pesquisadores da Franca foi predita a estrutura da proteina Trrl de C.
neoformans por modelagem molecular por homologia. A partir da varredura virtual de
quimiotecas foram selecionadas 4 moléculas inibitdrias do banco Life Chemicals que
interagem com os modelos de Trrl obtidos para C. neoformans (Anexo). Os testes in vitro
para validar tais inibidores potenciais estdo sendo realizados em nosso laboratério, com
intuito de desenvolver novas drogas para o tratamento de infeccdes fungicas de relevancia

mundial, e gerar informacdes basicas da estrutura e funcao desta proteina.

Palavras claves: Cryptococcus neoformans; Tioredoxina redutase (Trrl); Tioredoxina (Trx1);
InfeccBes fungicas; Alvos moleculares; Drogas antifungicas; Expressdo heter6loga;

Purificacdo de proteinas recombinantes; Modelagem molecular; Varredura virtual.
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ABSTRACT

Invasive fungal infections constitute a major public health problem, especially in
immunocompromised patients. Over 90% of all deaths related to fungi come from species
belonging to the genera Cryptococcus, Candida, Aspergillus and Pneumocystis.
Cryptococcosis is caused by Cryptococcus neoformans, an encapsulated fungus that causes
lung disease and can spread widely in the brain and skin, affects about one million people
each year and Kills about 650,000. The virulence of this fungus is mediated by several factors
such as the presence of an anti-phagocytic polysaccharide capsule, and the induction of
antioxidant enzymes such as peroxidases and catalases. These antioxidant defense
mechanisms have been shown to be important not only for resistance to reactive species but
also for survival in the mammalian host. These antioxidant enzymes important for virulence
may serve as excellent targets for antifungal therapy. The TRR1 gene is essential and encodes
the cytoplasmic thioredoxin reductase enzyme. This protein has a role in maintaining the
redox balance of the cell and forms part of a complex called thioredoxin system, which
contains thioredoxin (Trx), thioredoxin reductase (Trr) and NADPH, protecting cells against
oxidative and nitrosative stress. Some drugs to treat systemic and superficial fungal infections
are available; however, there is only a limited number of effective antifungal agents
(amphotericin B and fluconazole to treat cryptococcosis) many of them are toxic and present
undesirable secondary effects. Furthermore, drug resistance is a limitation on current therapy
used, demonstrating an urgent need for a new generation of antifungal agents. In this study,
heterologous expression, purification and enzymatic characterization of Trrl and its substrate
Trx1 of the fungal pathogen C. neoformans were performed. The TRX1 and TRR1 genes of C.
neoformans (H99) were expressed in Escherichia coli using recombinant strategy. The gene
fragments were obtained by assembling synthetic genes and these were inserted into pET21a
vector for production as fusion proteins in soluble form. The expressed products were purified
by affinity chromatography on nickel column and detected by western blot. It was possible to
identify a band of ~39 kDa and another of ~12 kDa corresponding recombinant proteins Trrl
and Trx1. The enzymatic activity of the recombinant protein Trrl was confirmed by assays of
enzyme kinetics. The kinetic parameters Km and Vmax were determined by varying the Trx1
concentration of 0.25 uM to 15 uM. As a result the reaction rate was gradually increased as
the substrate concentration, showing the ability of Trrl to reduce Trx1. In conclusion, this
work shows a viable system for the production of recombinant proteins providing amount

necessary to perform three-dimensional structural studies (3D). As a preliminary result crystal
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growth for recombinant protein, Trx1 of C. neoformans was identified in the presence of
sulfate 2M as the precipitant agent. From the refinement of the conditions will be possible to
find an ideal solution for diffraction of crystals of each protein. Considering the results
obtained by our group, most of the main project proposal: "Post-genome of human pathogenic
fungi aiming the development of new antifungal drugs," this work is inserted in this line of
research for obtaining new candidate molecules that inhibit the activity of thioredoxin
reductase protein, specifically on the viability of the pathogenic fungus C. neoformans.
Although these molecules have been selected for virtual screening library, a methodology in
silico, in vitro results previously made in our group have pointed out the potential of these
molecules as antifungal in the Paracoccidioides genus. In collaboration with researchers from
France, the structure of the protein Trrl of C. neoformans was predicted by molecular
homology modeling. From the virtual screening library, four inhibitory molecules that interact
with the Trrl models obtained for C. neoformans were selected from Life Chemicals database
(Appendix). Currently in vitro tests to validate these potential inhibitors are being carried out
in our laboratory, aiming at developing new drugs for the treatment of fungal infections of
global significance, and generating basic information on the structure and function of this

protein.

Keywords: Cryptococcus neoformans; Thioredoxin reductase (Trrl); Thioredoxin (Trx1);
Fungal infections; Molecular targets; Antifungal drugs; Heterologous expression.;
Recombinant protein purification; Molecular homology modeling; Virtual screening.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que o nimero total de espécies de fungos exceda a 1,5 milhGes, uma minoria de
aproximadamente 150 espécies de fungos estdo associados com uma ampla gama de doencas
que incluem alergias, infeccdes superficiais e micoses invasivas (Hawksworth, 2001). Com as
novas tecnologias de sequenciamento genémico, mais de 50 genomas de fungos ja foram
sequenciados completamente ou estdo em processo de sequenciamento, incluindo agentes
patogénicos em humanos e plantas, bem como fungos, que servem como modelos basicos de
biologia molecular e celular (dados atuais 02/02/2014 coletados nos bancos de dados Fungal
genome initiative, Broad Institute NCBI) fornecendo uma visdo sobre os mecanismos de

patogenicidade destes fungos.

1.1 InfecgBes fungicas

Recentemente, véarios dados tém mostrado a crescente importancia das infeccBes fungicas
invasivas (IFIs) como uma causa de morbidade e mortalidade em pacientes
imunocomprometidos e de alto risco (Erjavec et al., 2009). O crescente numero de IFIs
influencia significativamente os custos relacionados a salde, incluindo a prevencdo, o
diagnostico e o tratamento (Pfaller, M. e Diekema, 2007). A maioria das pessoas em suas
vidas sofrerdo de infecgbes fungicas superficiais que sdo geralmente faceis de curar, mas
milhGes de pessoas em todo 0 mundo irdo contrair infecgdes invasivas que ameagcam a vida e

gue sdo muito mais dificeis para diagnosticar e tratar (Brown et al., 2012).

Candida spp., Aspergillus spp. e Cryptococcus neoformans estdo entre 0s mais comuns
agentes etiologicos de infeccBes fungicas, mas as infeccdes causadas pelas outras leveduras e
fungos estdo em ascensdo. Infelizmente, as taxas de mortalidade associadas a essas micoses
permanecem elevadas, frequentemente ocorre em mais de 50% dos pacientes (Pfaller, M. e
Diekema, 2007), indicando a deficiéncia e limitagdo no manejo clinico das infec¢des fungicas.
Estes patdgenos humanos oportunistas sdo de alta relevancia mundial (Pemén e Salavert,
2012).

1.2 Fungos e doengas humanas

Infeccdes superficiais (pele e unhas) séo as doencas fangicas mais comuns em humanos e
afetam ~25% do total da populagdo mundial (ou ~1,7 bilh&o) (Havlickova et al., 2008). Essas
infeccdes superficiais sdo mais frequentemente causadas por varias especies de Candida, que
constituem o segundo agente de infeccdo fungica mais numeroso em todo o mundo. As IFIs
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tém uma incidéncia muito menor que as infec¢des superficiais, mas as doencgas invasivas séo
de maior preocupacdo porque estdo associadas com elevadas taxas de mortalidade. Muitas
especies de fungos sdo responsaveis por essas infeccdes invasivas, que matam cerca de um
milhdo e meio de pessoas todos os anos no mundo. Mais de 90% de todas as mortes
relacionadas com fungos procedem de espécies que pertencem aos géneros: Cryptococcus,
Candida, Aspergillus e Pneumocystis (Brown et al., 2012) (Tabela 1). A incidéncia atual de
doencas invasivas é em grande parte resultado de um sistema imunoldgico pouco eficaz por
infeccbes  imunossupressoras como  HIV/AIDS e pelas intervengbes médicas

imunossupressoras modernas.

Tabela 1. Estatistica das dez mais relevantes infecc¢fes fangicas invasivas.

Taxa de

Doenca Localizacéo Incidéncia letalidade
(Espécie mais comum) anual (% populagdes
infectadas

Micoses invasivas oportunistas

Aspergilose (Aspergillus fumigatus) Ao redor do mundo >200,000 30-95

Candidiase (Candida albicans) Ao redor do mundo >400,000 46-75

Criptococose Ao redor do mundo >1,000,000 20-70
(Cryptococcus neoformans)

Mucormicose (Rhizopus oryzae) Ao redor do mundo >10,000 30-90

Pneumocistose (Pneumocystis jirovecii) Ao redor do mundo >400,000 20-80

Micoses Endémicas dimérficas*

Blastomicose (Blastomyces) Centro-Oeste e Estados ~3,000 <2-68
Unidos (Atlantico)

Coccidioidomicose Sudoeste dos Estados ~25,000 <1-70
(Coccidioides immitis) Unidos

Histoplasmose Oeste dos Estados ~25,000 28-50
(Histoplasma capsulatum) Unidos

Paracoccidioidomicose ~4,000 5-27
(Paracoccidioides brasiliensis) Brasil

Peniciliose (Penicillium marneffei) Sudeste Asiatico >8,000 2-75

*Micoses Endémicas dimorficas podem ocorrer em varios lugares no mundo. No entanto, os dados para a
maioria desses lugares sdo limitados. Para essas micoses, 0s autores estimaram as infeccGes por ano e a
mortalidade num local especifico, onde a maioria dos dados esta disponivel. Fonte: adaptado de Brown et al.,
(2012).



1.3 Criptococose

Criptococose € causada pelo fungo encapsulado Cryptococcus neoformans é letal para
pacientes co-infectados pelo HIV. A criptococose é causada pela inalacdo de particulas
infecciosas (esporos ou células secas) que iniciam uma infeccdo pulmonar (Giles et al., 2009).
Como se visualiza na Figura 1 uma vez inalado pelo organismo, os propagulos podem
crescer nos alvéolos dos pulmdes e causar doencas respiratérias. A infeccdo pode ser
assintomatica, cronica ou aguda, sendo que infec¢bes pulmonares sdo a maioria das vezes
assintomaticas. Dependendo do estado imunoldgico do paciente, a criptococose, é mais
frequentemente reconhecida apds a disseminacdo para o sistema nervoso central onde pode

causar meningoencefalite (Voelz e May, 2010).
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Figura 1. Ciclo infeccioso de C. neoformans (ambiente e hospedeiro). C. neoformans
reside no ambiente e tem sido encontrado principalmente associado a excrementos de pombos
e eucaliptos. A infeccdo de seres humanos geralmente ocorre quando os basididsporos
produzidos por C. neoformans na natureza sdo inalados para dentro dos pulmdes. Esporos
inalados sdo depositados dentro dos alveolos e germinam para estabelecer uma infecgédo
latente ou difundir para o sistema nervoso central (SNC). Uma vez que a disseminagéo ocorre,
a células viaveis podem ser cultivadas a partir do liquido cefalorraquidiano de individuos
afetados. Fonte: adaptado de Lin e Heitman, (2006), com modificagdes.

Esta forma clinica é a mais comum na América Latina, com 85% dos casos causado por C.

neoformans (Olivares et al., 2009). Segundo Idnurm e cols. (2005), nos ultimos anos, o0 uso de
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terapias antiflngicas e anti-retrovirais provocou uma reducgdo na prevaléncia de criptococose,
porém, a doenca ndo deixou de ser uma preocupacdo (ldnurm et al., 2005). Apesar do
tratamento medicamentoso o impacto da doenca ainda é significativo, especialmente em
populacdes com acesso limitado a cuidados em saude, tendo um numero estimado de
aproximadamente um milh&o de casos por ano que resultam em quase 650 mil mortes no
mesmo periodo (Park et al., 2009). Com base em uma estimativa de 3.400 hospitaliza¢Ges por
meningite criptocdcica nos Estados Unidos, aproximadamente 54 milhdes de ddlares foram
investidos para tratar esta doenca em 2009 (Pyrgos et al., 2013). O tratamento padréo inclui o
tratamento com anfotericina B e flucitosina, mas a doenca continua ocasionando até 60% de
mortes nos paises em desenvolvimento (Jarvis e Harrison, 2007). Além disso, as cepas
resistentes ao fluconazol se tornaram comuns nessas regides desde o inicio da epidemia de
AIDS (Bii et al., 2007), embora essa taxa tenha diminuido em regifes desenvolvidas, onde a
terapia anti-retroviral € mais amplamente disponivel (Pfaller, M. A. et al., 2011). Tais padrdes
de resisténcia e os resultados deficientes ao fluconazol ressaltam a necessidade de encontrar
novos candidatos a drogas que sejam eficazes para os individuos, especialmente em ambientes

COm poucos recursos.

1.4 Cryptococcus neoformans

No ambiente, C. neoformans apresenta-se no geral como um basidiomiceto que libera
basididsporos, que se convertem para levedura (2-10 mm de didmetro) a temperatura de 37 °C
no hospedeiro (Karkowska-Kuleta et al., 2009). Esse fungo é uma das principais causas de
micoses fatais em pacientes com AIDS e uma das principais causas de meningoencefalite e
mortalidade relacionada com o SNC ao redor do mundo (Jarvis e Harrison, 2007). Além
disso, € um patdgeno oportunista em terapias de transplante de Orgdos e pacientes com
malignidades hematolégicas (Pappas et al., 2001). A principal caracteristica que distingue o
C. neoformans de outros fungos patogénicos é a presenca de uma cépsula polissacaridica rica
em residuos de mananas, em torno da parede celular, que é importante para a viruléncia deste
fungo (Doering, 2009). A capsula é composta de polissacarideos, fazendo que seja altamente
hidrofilica com um elevado contetddo de agua de 99% do peso total da capsula (Maxson et al.,
2007). A céapsula polissacaridica confere uma forte carga negativa em virtude dos residuos de
acido glicurdnico o seu componente principal (Nosanchuk e Casadevall, 1997). Os
polissacarideos que constituem a capsula sdo encontrados em dois locais diferentes. A

primeira localizagéo esta ligada a parede da celula, formando a estrutura fisica definida como



capsula. Estes polissacarideos também s&o liberados constitutivamente pela célula para o
meio circundante e ambiental, e podem ser isolados como exopolissacarideos apos certos
protocolos de purificagdo. O material exopolissacarideo contém dois tipos principais de
polissacarideos: glicuronoxilomanana (GXM) e galactoxilomanana (GalXM), contendo
aproximadamente de 90-95% de GXM e ao redor de 5-8% de GalXM. Além disso, uma
pequena proporcdo de manoproteinas (MP) foram identificadas (<1%), mas este componente
ndo foi estudado em detalhe e o seu papel na arquitetura da capsula é desconhecido (Zaragoza
et al., 2009). A GMX consiste de acido glicurénico, xilose e manose; a GalXM é composta de
galactose, xilose e manose; e a MP contem manose como carboidrato predominante, e em
menor quantidade, galactose e xilose (McFadden e Casadevall, 2001). A capsula parece
exercer papel importante na levedura contra a dessecacéo e ingestdo por amebas do solo. A
observacao de que cepas capsuladas foram capazes de sobreviver a fagocitose e de se replicar
em Acanthamoeba castellanii, ao contrario de sua mutante, levaram os autores a sugerirem
que a viruléncia de C. neoformans foi resultado de adaptagdes contra predadores do meio
ambiente, presentes no solo e em vegetacdes (Casadevall et al., 2003). O polissacarideo
capsular também pode desenvolver uma importante funcdo na patogénese intracelular de C.
neoformans, uma vez que leveduras internalizadas por macrofagos produzem e liberam
vesiculas contendo GXM (Rodrigues et al., 2007). Além deste fato, leveduras acapsuladas
ndo replicam intracelularmente e ndo apresentam citotoxicidade para células fagociticas,
contrastando com as células encapsuladas que replicam e promovem a morte de macrofagos
(Feldmesser et al., 2000). Posteriormente, estudos demonstraram que a capsula esta
relacionada a atividade antifagocitica e imunomodulatdria, sendo importante para a replicacdo
do fungo em macrdfagos, podendo afetar a apresentacdo de antigenos, a producdo de
citocinas, e ainda inibir a migracdo de leucdcitos nos sitios infectados. Foi, ainda, observado
gue seu aparecimento e tamanho estdo condicionados a fatores ambientais, como a presenca
de vitaminas, aminoéacidos, COa, concentracdo de ferro, presenca de ions, bem como fatores
que afetam a pressdo osmotica (Janbon e Doering, 2011).

Outra notavel adaptacdo é o aumento do tamanho da capsula apos a inoculagdo do fungo
no mamifero hospedeiro (Blackstock et al., 1999). Além disso, a capacidade para sobreviver e
proliferar em um ambiente tdo complexo requer muitas defesas. Devido aos efeitos deletérios
que as espécies reativas de oxigénio (ROS) podem ter sobre os componentes celulares, ndo é
surpreendente que as células de levedura possuem mecanismos enzimaticos (catalase,

superdxido dismutase, e tioredoxina peroxidase) e ndo enzimaticos (glutationa e tioredoxina)



para neutralizar os efeitos das ROS. Estes mecanismos antioxidantes de defesa tém se
mostrado importantes, ndo s6 para a resisténcia as espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e
cloro, mas também para a sobrevivéncia em hospedeiros mamiferos (Missall, T.A. et al.,
2004). Outros fatores que contribuem para a patogénese incluem a producdo do pigmento
melanina antioxidante na parede da célula, a exportacdo de enzimas, como a fosfolipase B,
urease e superoxido dismutase (Kronstad et al., 2011) e capacidade de crescer a 37°C
(Perfect, 2006).

C. neoformans pode ser dividido em quatro sorotipos, A, B, C e D, com um quinto sorotipo
AD ocasionalmente observado; com base na sua morfologia, bioquimica e genética, foi
classificado da seguinte forma: C. neoformans variedade grubii, o sorotipo A (genotipos VNI
VNII e VNB), C. neoformans variedade neoformans, sorotipo D (genotipo VNIV) e C. gattii,
os sorotipos B (gendtipos VGI, VGII, VGIV) e C (gendtipos VGIII, VGIV) e o sorotipo
hibrido AD (genotipo VNIII) (Hagen et al., 2010; Kwon-Chung e Varma, 2006). Varias
interespécies hibridas tém sido descritas e recentemente verificou-se um hibrido entre C.
neoformans var. grubii e Cryptococcus gattii. Quatro isolados clinicos do liquido
cefalorraquidiano mostraram padrdes de combinagdo destes sorotipos, no Brasil (n = 2),
Colémbia (n = 1) e india (n = 1). A determinacdo de padrdes alélico tipo-acasalamento por

PCR revelou que os isolados foram aA aB (Aminnejad et al., 2012).

Os sorotipos A e D sdo distribuidos mundialmente e causam a maioria das infeccdes
criptococicas, predominantemente em individuos imunocomprometidos (Figura 2). Em
contraste, C. gattii sorotipos B e C isolados sdo endémicos em regides tropicais e subtropicais
(por exemplo, Austrélia, Papua Nova Guiné e América do Sul) e causam infeccdes
criptococicas principalmente em hospedeiros imunocompetentes, com uma frequéncia muito
menor (Casadevall e Perfect, 1998). Foi ainda observado que o sorotipo B causou infecgcdes
na ilha de Vancouver, demonstrando o seu habitat em regides temperadas (Stephen et al.,
2002). O sorotipo A é o sorotipo predominante entre as amostras clinicas e € responsavel por
mais de 95% de casos de criptococose em todo o mundo (Jain et al., 2005). A distribuicéo
entre os sorotipos isolados ambientais varia consideravelmente. C. gattii (sorotipos B e C) €
mais frequentemente isolado de arvores e C. neoformans (ambos os sorotipos A, D e hibridos

AD) é mais frequentemente isolado de excrementos de aves (Granados e Castafieda, 2006).
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Figura 2. O complexo de espécies de C. neoformans. O complexo contém, pelo menos, duas
subespécies: C. neoformans e C. gattii, que divergiram de um ancestral comum ~37 milhdes
de anos atrés. Os sorotipos A e D divergiram umas das outras ~18.5 milhdes de anos atrés,
enguanto os sorotipos B e C divergiram umas das outras ~9.5 milhdes de anos. Eles sdo ainda
divididos em cinco sorotipos, incluindo o sorotipo hibrido AD. O sorotipo A é predominante
entre as amostras clinicas isoladas. Todos os sorotipos demonstraram filamentacdo durante o
tradicional acasalamento a-a, mas apenas alguns isolados do sorotipo D observados sofreram
auto-filamentacdo. As formas pseudohifa foram observadas em ambos os sorotipos A e D de
C. neoformans. Fonte: adaptado de Lin, (2009).

1.5 Drogas antifingicas existentes para tratar as micoses

Pacientes com imunodeficiéncia tém contribuido para a incidéncia e severidade das
micoses, tendo em vista que sdo mais susceptiveis, apresentam formas mais agressivas das
micoses classicas, e também tendem a apresentar variedades de patdgenos resistentes, sendo
mais susceptiveis as infeccdes por fungos oportunistas (Sable et al., 2008). A era de terapia
utilizando antifungicos sistémicos iniciou-se nos anos 1950 quando o uso de anfotericina B
deoxicolato se tornou acessivel e resultou em muitos tratamentos bem sucedidos. No entanto,
a droga demonstrou desvantagens como a dificuldade de administracao e seus efeitos toxicos.
Posteriormente, surgiram novas drogas como a 5-flucitosina em 1973, fluconazol e

itraconazol na década de 1990 e os triazdis nos anos 2000 (Heitman et al., 2011).



Algumas drogas estdo disponiveis para o tratamento de infec¢Bes fangicas sistémicas ou
superficiais, mas existe apenas um numero limitado de drogas antifingicas eficazes. Quatro
classes de agentes antifingicos, azdis, polienos, equinocandinas e fluoropiridinas, constituem
0 esteio da terapia antifingica para pacientes criticos pelas micoses invasivas (Sable et al.,
2008). Como pode ser observado na Figura 3 a grande maioria dos antifungicos usa o alvo
ergosterol na membrana da célula fungica, a biossintese do ergosterol, ou a biossintese de
(1,3) B-D-glucana, um importante componente da parede celular fungica. Embora esses
agentes antifingicos demonstrem eficacia, melhorando a saude do paciente na medicina

humana, eles também tém deficiéncias devido aos efeitos colaterais tdxicos indesejaveis.

Equinocandinas: inibem a

sintese de B-glucana
Sintese de DNA: /

alvos para
analogos de Polienos: ligagdo ao ergosterol
pirimidina na membrana celular

(Flucitosina)

Azéis: blogqueio da
biossintese de ergosterol

Figura 3. Agentes antifingicos e seus alvos. Um diagrama esquematico que ilustra os
mecanismos de acdo, em nivel celular, das mais importantes classes de agentes antiflingicos
utilizados clinicamente. Polienos ligam-se ao ergosterol na membrana da célula fungica; azois
blogueiam a biossintese de ergosterol; e equinocandinas inibem a sintese de B-glucana
afetando a parede celular do fungo. Fonte: adaptado de Pierce et al., (2013) e Brown et al.,
(2012).

Os azois, incluindo os imidazdis e triazéis, sdo uma classe de compostos heterociclicos de
cinco membros contendo nitrogénio, que tém sido o grupo mais amplamente utilizado de
antifangicos por aproximadamente duas décadas (Cowen e Steinbach, 2008). Atualmente,
existem cinco drogas triazois disponiveis para uso clinico, fluconazol, itraconazol,
voriconazol, posaconazol e cetoconazol, cada um com suas propriedades farmacocinéticas. Os
azois agem inibindo a enzima biossintética 14-a lanosterol demetilase (também referida como

citocromo P450), codificada pelo gene ERG11, da via de biossintese do ergosterol em C.
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albicans e C. neoformans (Kanafani e Perfect, 2008). Como pode ser visualizado na Figura
4A os azois atuam por meio da ligacdo de um atomo de nitrogénio livre no anel do azol a um
atomo de ferro do grupo heme localizado no sitio ativo da ERG11, bloqueando a demetilacédo
do lanosterol e, acumulando o 14-a-metil-3,6-diol, um esterol toxico produzido pela A-5,6-
dessaturase codificada por ERG3 (Lupetti et al., 2002). Este esterol tdxico exerce um grave
estresse sobre a membrana celular. Os imidazois sdo mais utilizados em infec¢des superficiais e
os triazois em infeccbes sistémicas (Kanafani e Perfect, 2008). Existem diversos azois
disponiveis para o tratamento de infec¢des fungicas que sdo utilizados de acordo com o tipo
de infeccdo e o patdgeno, alguns exemplos sdo cetoconazol, itraconazol, fluconazol e
voriconazol (Kathiravan et al., 2012). O fluconazol é muito utilizado em vérios tipos de
candidiase e criptococose, sendo efetivo, nesse Gltimo caso, para infeccdo pulmonar ou
disseminada e ainda na meningite criptocécica aguda. O itraconazol tem um amplo espectro
de atividade, mas seu uso é limitado por ter muitas interacdes medicamentosas com Varias
classes de drogas, devido a sua interferéncia com o citocromo P450 no figado e no intestino.
Estas interacfes diminuem a absorcéo e aumentam o metabolismo dos azois, reduzindo assim
as concentracBes no sangue e nos tecidos e aumentando as taxas de recaida (Chapman et al.,
2008).

Os Polienos fungicidas sdo farmacos anfipaticos, com cadeias hidrofébicas e hidrofilicas,
que se ligam fortemente ao ergosterol para criar complexos de droga-lipideo, que intercalam-
se na membrana da célula fangica para formar um canal de membrana (Figura 4B),
desestabilizando a célula em decorréncia da alteracdo no transporte de ions de potassio pela
membrana (Shapiro et al., 2011) e destruindo assim o gradiente de prétons (Ostrosky-Zeichner
et al., 2010). O polieno anfotericina B, tem sido utilizado no tratamento das infeccdes
fangicas desde 1957 (Chapman et al., 2008), sendo eficaz contra doencas fangicas sistémicas,
mostrando atividade contra vérias espécies de Candida, Cryptococcus e Aspergillus. Embora
o0s polienos sejam utilizados na pratica clinica ha mais de 50 anos, a grande limitacdo da sua
utilizacdo é a toxicidade no hospedeiro, tal como a disfuncdo renal, que é provavelmente
devida as semelhancas estruturais entre o ergosterol e o colesterol na membrana da celula de
mamifero (Fanos e Cataldi, 2000).

As equinocandinas sdo uma nova classe de antifingicos aprovados nas Ultimas décadas.
Atualmente, existem trés drogas pertencentes a esta classe que estdo disponiveis para uso
clinico: caspofungina, micafungina e anidulafungina (Shapiro et al., 2011). As

equinocandinas sdo moléculas lipopeptidicas grandes que atuam como inibidores néo
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competitivos da enzima (1,3)-pB-D-glucana sintase (codificada pelo FKS1 em C. albicans, C.
neoformans, e A. fumigatus e pelo FKS1 e FKS2 em C. glabrata e S. cerevisiae). A
interrupcao na sintese deste polissacarideo resulta na perda da integridade da parede celular e
estresse na parede celular fangica (Figura 4C). A atividade antifingica contra Candida e
Aspergillus foi relatada, mas as equinocandinas ndo mostraram atividade antifingica contra C.
neoformans. Efeitos adversos como, febre, nduseas, cefaleia e aumento das enzimas hepaticas,
foram observados com as equinocandinas, embora o seu alvo seja exclusivo em células

fangicas e esteja ausente em células de mamiferos (Lai et al., 2008).
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Figura 4. Antifangicos e seus alvos. (A) Os az6is causam um blogueio na producdo de
ergosterol e o acimulo de um esterol toxico produzido por Erg3. (B) Os polienos fungicidas
funcionam pela ligacdo ao ergosterol para criar complexos de droga-lipideo. (C) A parede
celular de fungos €, em geral, composta de (1,3)-B-D-glucana que se liga covalentemente a
(1,6)-pB-D-glucana, assim como quitina, mananas e proteinas da parede celular. As
equinocandinas atuam como inibidores ndo-competitivos da (1,3)-p-D-glucana sintase. Fonte:
adaptado de Shapiro et al., (2011).

Existem ainda drogas que atuam inibindo a sintese de acidos nucléicos, como as
fluoropiridinas (Karkowska-Kuleta et al., 2009); drogas que sdo inibidoras da sintese de
proteinas, como as sordarinas e, também, inibidores da sintese de microtubulos, como as
griseofulvinas (Kathiravan et al., 2012). Por fim, inibidores da calcineurina, como tacrolimus
e ciclosporina, demonstraram afetar o crescimento celular e seu uso resultou na reducdo da
infeccdo no SNC de pacientes com criptococose, podendo ser utilizados como adjuvantes da
terapia (Heitman et al., 2011). Atualmente, existem muitos outros antifungicos que
apresentam mais vantagens em seu uso, COmo 0s novos triazdis: voriconazol, posaconazol e
isavuconazol, porém ainda ndo se tem muitas informacBes de seu uso na prética clinica. A
Tabela 2 apresenta uma visdo geral dos agentes antifingicos, seu mecanismo de acdo e de

resisténcia, bem como os efeitos adversos.
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Tabela 2. Drogas antifungicas: mecanismo de acéo e de resisténcia.

Az06is

Fluconazol

Itraconazol

Voriconazol

Posaconazol

Cetoconazol

Polienos

Anfotericina
B

Espectro

Ativa contra Candida spp e
Cryptococcus spp, menos ativa contra
C. glabrata e nenhuma atividade
contra C. krusei, nenhuma atividade

contra fungos filamentosos.

Como fluconazol, mas, com reforgcada

atividade contra fungos filamentosos.

Como fluconazol, mas, com reforcada
atividade contra fungos filamentosos,

incluindo Aspergillus e Fusarium spp.

Intimamente relacionado com

itraconazol, mas mais ativo.

Micoses superficiais, incluindo
dermatofitoses

Atividade ampla contra Candida spp
(exceto C. lusitaniae) C. neoformans
e fungos filamentosos (exceto, 0
Aspergillus spp, A. terreus e A.
flavus).

Equinocandinas

Caspofungina

Micafungina

Anidofungina

Ativa contra Candida spp com
atividade fungicida, moderadamente
ativa contra Aspergillus spp, sem
atividade para C. neoformans.

Mecanismo de

acdo

Inibicdo da
enzima
biossintética
14-q lanosterol
demetilase
codificada pelo
ERG11 em

C. albicans e
C. neoformans ou
CYP51Ae
CYP51B em A.

fumigatus.

Ligacdo ao
ergosterol
provocando a
desestabilizagdo
das funcoes da
membrana celular.

Inibico de sintese
da enzima de
parede celular B-
1,3-Glucana
sintase.

Mecanismo de
resisténcia
observado em
isolados
clinicos

Maior efluxo por
suprarregulagéo
de genes
transportadores
multidroga.
Alteragdes do
alvo por
ocorréncia de
mutagdes.
Alteracdo de
etapas especificas
da via
biossintética do

ergosterol.

Alteragdo em
passos especificos
da biossintese do
ergosterol que
poderia afetar a
ligacdo da droga a
esses esterais.

Desconhecido.

Efeito adverso

Nauseas, vomitos, dor
abdominal, erupcdo
cutanea, dor de cabeca,

calvicie e anorexia.

Distarbios visuais
transitorios até 30%
Nnos ensaios, aumento
das enzimas hepéticas,
hepatotoxicidade
severa e alucinagoes.
Febre, dor de cabega,
boca seca, fatiga.

Efeitos adversos
relacionados a infusdo
(70% - 90%) néuseas,
vomitos, febre,
calafrios, disturbios
gastrointestinais,
broncoespasmo,
hipertens&o, e arritmia
cardiaca, toxicidade
renal e hepatica.

Flebite, elevacdo das
enzimas hepaticas,
cefaleia, febre, nduseas,
vomitos, leucopenia e
sintomas mediados por
histamina, incluindo
erupcéo cutanea,
prurido, edema facial, e
vasodilatacdo.

12




Analogos de pirimidina

Ativa contra Candida spp e Imparidade de Diminuicéo da Intolerancia
5. Cryptococcus spp; entretanto, biossintese de captacdo de 5-FC,  gastrintestinal,
o surgimento de rapida resisténcia que acidos nucleicos diminuicéo da depresséo da medula
fluoracitosina pode aparecer quando 5-FC é usado por formagdo de formacgdo de anti-  Gssea, erupgdo cutanea,
€cOomo monoterapia. toxicos metabolitos cefaleia,
antimetabolitos toxicos. hepatotoxicidade,
pirimidina confusdo, alucinagdes,
fluorados. sedagdo e euforia.
Alilaminas
-Terbinafina  Ativa contra a maioria dos Inibicdo da Desconhecido. Desconforto
dermatofitos, baixa atividade contra esqualeno gastrintestinal e
Candida spp. epoxidase. cefaleia.
Morfolinas
-Amorolfina  Ativa contra a maioria dos Inibicdo da esterol  Desconhecido. Irritacdo, coceira,
dermatofitos, baixa atividade contra A-redutase e infecgBes na pele;
Candida spp. A- isomerase. ardéncia na regido das
unhas.
Nicomicinas o ) o » ) o
Nicomicina Espectro limitado para fungos, eficaz  Inibidor da quitina  Desconhecido. N&o comercializadas

contra as células com alto contetido
de quitina, atividade contra
dermatofitos e leveduras.

sintase.

(fase pré-clinica).

Fonte: elaborada pela autora

1.6. Resisténcia de C. neoformans aos medicamentos

A resisténcia a uma determinada droga pode ser priméria, que se refere a capacidade
intrinseca do fungo de impedir a acdo do antifingico por mecanismos enddgenos, ou
secundaria, que €é a resisténcia adquirida por certas cepas ap6s o contato com a droga. Pode-se
ainda observar a resisténcia clinica, na qual o fungo apresenta susceptibilidade a droga em
testes in vitro, entretanto ndo é capaz de erradicar a infeccdo quando utilizada por um
paciente, podendo ocorrer pela propria interacdo patdgeno-hospedeiro (Kanafani e Perfect,
2008).

A capacidade de C. neoformans para desenvolver resisténcia aos azéis depende de varios
mecanismos, incluindo alteracfes na interacdo entre a droga e o alvo Ergll, mutacGes (Sheng
et al., 2009) e a superexpresséo de transportadores multidrogas, que leva a uma diminui¢do do
acumulo celular dos azo6is. O transportador de droga melhor caracterizado em C. neoformans
é o transportador ABC AFR1. A diminuigdo da concentracdo da droga parece estar
relacionada a um aumento na expressao de genes transportadores da bomba de efluxo desse
grupo de drogas (Posteraro et al., 2003) e a modulagdo das vias de sinalizagdo de estresse.
Recentemente, foi utilizada uma abordagem para elucidar o mecanismo genémico molecular
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pelo qual C. neoformans adquire altos niveis de resisténcia aos azois. Nesse estudo, foi
descoberto que a resisténcia adaptavel aos azéis foi obtida pela duplicacdo de vérios
cromossomos, em resposta ao fluconazol (Sionov et al., 2010). A duplicacdo do cromossomo
1 foi comum, resultando em um aumento do nimero de cépias do gene que codifica o alvo
Ergll.

As ATPases do tipo-P sdo uma grande familia de transportadores dependentes de ATP com
dominio multi-transmembrana, que incluem as aminofosfolipides translocases (APTs). Em C.
neoformans, APT1 codifica uma proteina integral de membrana com atividade ATPase do
tipo-P pertencente a familia APT. Mutantes Aptl exibem uma distribuicdo alterada de actina,
aumento da sensibilidade ao estresse oxidativo, e hipersensibilidade aos antifungicos
fluconazol e anfotericina B (Hu, G. e Kronstad, 2010). SRE1, um homdlogo de mamiferos
SREBP, € importante na via de detec¢do de oxigénio, estimulando a producéo de ergosterol
quando a sintese do ergosterol dependente de oxigénio é limitada pela hipdxia. As funcdes de
SRE1 sob baixas condi¢des de oxigénio sdo ativar a transcricdo de numerosos genes
envolvidos na biossintese do ergosterol e o transporte de ferro, cobre e outras moléculas

(Chang et al., 2007). Os mecanismos de resisténcia de C. neoformans aos azoéis sdo descritos

na Figura 5.
Azéi Azbis Fluconazol o
Azéis Ergosterol Esterol toxico
4
/ o ol o
R0 PROORY PRECAA PR o v erere) 000" | [ PRREe0! I ooRe ' on
OO0 DOVOOOOOOT, DOOOO OO X > o000 OOOO{\O-OOO OOO000
) Estresse na membrana
Az6is iy Azdis
Ergosterol Ergosterol
' ~
00000 00 0l
—_— - — — > — — e e i S — —| .
fErgll Ergll
Ergl1* Elg3
oO—
Mutacdo em Ergll Superexpressado do Superexpress3o de Afrl pelz Ativacdo de mediadores de reposta ao
Ergll pela duplicacdo do cromossoma 1 duplicag3o docromossoma 1 estresse inclui: ATPase e via deteccdo

de oxigénio

Figura 5. Mecanismos de resisténcia de C. neoformans aos medicamentos. C. neoformans
pode adquirir resisténcia aos azois através de varios mecanismos, incluindo a superexpressao
ou a alteracdo do alvo Ergll, a superexpressdo do transportador multidroga Afrl, ou a
inducdo de numerosas respostas ao estresse celular. Em C. neoformans a resisténcia aos
polienos é extremamente rara. Além disso, C. neoformans exibe resisténcia intrinseca as
equinocandinas. Fonte: adaptado de Shapiro et al., (2011).
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A preocupacdo existente sobre a resisténcia de C. neoformans a antifingicos esta
relacionada ao uso de fluconazol em terapias antifingicas de manutencdo, porém até o
momento poucos casos de resisténcia a essa droga foram relatados e aqueles encontrados
foram relacionados a resisténcia secundaria em pacientes com AIDS. Essa resisténcia parece
estar relacionada a um processo dindmico e heterogéneo de mutacdes, estimando-se que cerca
de 5% dos isolados clinicos apresentam um fenotipo heteroresistente ao fluconazol (Pfaller,
M. A. etal., 2011).

A resisténcia de C. neoformans a anfotericina B tem sido documentada analisando cepas
mutantes. Isolados selecionados in vitro demostraram que o0 mecanismo de resisténcia a
anfotericina B parece estar relacionado a uma alteracdo nos esterdis das células, o que poderia
afetar a ligacdo da droga a esses alvos. No entanto aqueles com resisténcia cruzada de
anfotericina B e fluconazol mostraram que nao havia alteracdo nos esterdis de membrana, mas
havia uma bomba de efluxo de drogas (Joseph-Horne et al., 1995). Resisténcia a anfotericina
B em C. neoformans foi pouco encontrada, sendo observada raramente apenas como
resisténcia secundaria (Pfaller, M. A. et al., 2011). Outro meio pelo qual C. neoformans pode
adquirir resisténcia a anfotericina B é através da formacdo de biofilmes, que apresentam
elevados niveis de resisténcia aos polienos e azbis (Martinez e Casadevall, 2006). C.
neoformans é intrinsecamente resistente as equinocandinas tanto in vitro como in vivo.
Embora as equinocandinas representem um importante arsenal antifungico, devido ao seu
excelente perfil de seguranca, o surgimento de resisténcia, principalmente devido a mutacéo
no gene Fksl que codifica a enzima alvo, glucana sintase, tem sido observada apesar de sua
introducdo na clinica relativamente recente (Pfaller, M. A. et al., 2011). A explicacdo
molecular da resisténcia intrinseca de C. neoformans permanece enigmatica, no entanto,
postula-se que a resisténcia pode ser devido ao rapido efluxo a partir da célula ou a

degradacdo do farmaco intracelular ou extracelularmente.

1.7 Busca de potenciais alvos para o desenvolvimento de novas drogas antifiingicas

As infeccgdes fungicas constituem um problema de salde crescente, seu impacto é cada vez
maior devido ao aumento do numero de pacientes criticamente enfermos, oncologicos e
imunocomprometidos, que impacta fortemente o sistema de saude publica no Pais. As altas
taxas de mortalidade associadas a essas infeccOes claramente indicam que as atuais terapias
antifngicas ndo sdo eficientes: o arsenal limitado de drogas antifingicas juntamente com os

problemas de toxicidade e o surgimento de resisténcia destes fungos representam enormes
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desafios para os cientistas que trabalham nessa area. Além disso, o desenvolvimento de
drogas antifingicas estagnou na Gltima década, ja que as grandes empresas farmacéuticas tém
focado seus esforcos na geracdo de drogas mais rentaveis para tratar condi¢es cronicas
(doengas neuro-degenerativas, cancer) (Pierce et al., 2013). Nesse contexto, torna-se
necessario o desenvolvimento de uma nova geracéo de agentes antifungicos mais especificos,
visando contornar a problematica mundial de resisténcia aos antifingicos comercialmente
disponiveis (principalmente anfotericina B e derivados azdélicos) e que oferecam um
tratamento seguro contra as micoses sistémicas.

Moléculas antiflngicas potentes foram descobertas em décadas anteriores, mas apenas
algumas delas passaram a ser candidatas a terapéuticas viaveis, porque provar a sua seguranca
¢ muito mais dificil que demonstrar sua atividade antifungica (Lewis, 2011). Alguns dos
principais problemas de saude, tais como varios tipos de cancer e doencas infecciosas,
diabetes e doencgas neurodegenerativas necessitam de medicamentos inovadores, entretanto, o
desenvolvimento de novas drogas ocorre lentamente e envolve um alto custo. De acordo com
phRMA (Pharmaceutical Research and Manufacturers of America), dentre 5.000 a 10.000
moléculas testadas, normalmente apenas uma chega ao mercado, sendo um processo que leva
em média de 10 a 15 anos para ser finalizado dependendo da area terapéutica (dados atuais
http://lwww.phrma.org/innovation/clinical-trials), e pode custar até 1,2 bilhdes de dolares para
trazer uma Unica droga ao mercado (Chong e Sullivan, 2007). Além disso, a resisténcia aos

farmacos ameaca a utilidade do limitado arsenal de agentes antifiingicos.

A identificacdo de genes essenciais ou importantes para viabilidade celular de fungos
oferece uma estratégia alternativa para a busca de novos alvos para drogas antifungicas (Hu,
W. et al., 2007). O acesso as sequéncias gendémicas completas de patdgenos e do genoma
humano trouxe a possibilidade de que genes-alvo possam ser racionalmente identificados
(Saidani et al., 2009). Segundo Felipe e cols. (2005) a analise global do transcriptoma de P.
brasiliensis forneceu informacGes sobre as sequéncias relacionadas ao ciclo celular, resposta
ao estresse, resisténcia a droga, e as vias de transducdo de sinais do patdgeno. Uma anéalise
por gendmica comparativa permitiria identificar potenciais genes-alvo para o0
desenvolvimento de novas drogas (Felipe et al., 2005). Em relacdo aos fungos patogénicos, a
crescente disponibilidade de genomas completos permite abordar a estratégia de busca e
desenvolvimento de novas drogas antifingicas usando uma abordagem comparativa de
diferentes genomas, visando identificar genes de relevancia para a sobrevivéncia do patégeno
(Rispail et al., 2009).
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Nesse caminho, a gendmica comparativa realizada recentemente pelo nosso grupo, a partir
de 57 genes (sendo 55 essenciais e 2 importantes para a sobrevivéncia do fungo), revelou 10
genes conservados em Vvarias espécies de fungos patogénicos humanos de relevancia mundial
(Aspergillus fumigatus, Blastomyces dermatitides, Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum e o género Paracoccidioides
spp.) e ausentes no genoma humano. Esta anélise apontou quatro potenciais genes alvo: trrl,
kre2, erg6 e rim8, baseados em alguns critérios, entre 0s quais estdo: ser de preferéncia uma
enzima; ser essencial ou importante para a sobrevivéncia do fungo no interior do hospedeiro;
ter uma localizacdo celular acessivel para que a droga tenha sua atividade facilitada; estar
presente em todos os patdgenos analisados e ausentes em humanos; e ndo ser auxotrdéfico.
Essa estratégia pode ser promissora para o desenvolvimento de novas drogas antifungicas
(Abadio et al., 2011).

E importante destacar que este trabalho faz parte de um projeto de pesquisa maior
denominado: “Pds-genoma de fungos patogénicos humanos visando o desenvolvimento de
novas drogas antifngicas”, na area de genética molecular e de microrganismos, com foco
futuro no desenvolvimento tecnolégico e inovacdo, que tem como objetivo geral o estudo
funcional e estrutural de genes conservados em diferentes fungos patogénicos humanos
visando o desenvolvimento de novas drogas antifingicas que possam ser utilizadas no
tratamento de micoses de alta relevancia mundial. Portanto, esta dissertacdo de mestrado se
interconecta e converge para um objetivo geral comum: a caracterizacdo de alvos moleculares
potenciais para o desenvolvimento de drogas antifungicas. Os proponentes tém absoluta
ciéncia das dificuldades e gargalos que poderdo ser encontrados para, em 2-3 anos, alcancar o
desenvolvimento de pelo menos 1 droga antifingica; sendo assim a estratégia paralela de
modelagem molecular devera direcionar e catalisar este processo de busca de novas drogas.
As analises do sinergismo das moléculas inibitorias identificadas por varredura virtual de
quimiotecas com antifingicos, comercialmente disponiveis, poderdo contribuir de modo
significante, no futuro, com o desenvolvimento de novos medicamentos com menores doses e
alta eficicia, desta forma reduzindo os efeitos colaterais, tdo criticos no tratamento de

pacientes graves que necessitam de longos periodos de tratamento.

1.8 Modelagem molecular aplicada ao estudo de proteinas-alvo
Duas diretrizes evoluiram para aperfeicoar o processo de busca de drogas: uma abordagem,

baseada em varredura em larga escala (HTS), e outra abordagem racional baseada na estrutura
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da proteina-alvo. Historicamente, o processo de descoberta de uma droga tem sido realizado
por técnicas HTS, onde testes bioldgicos séo realizados com um grande nimero de compostos
até identificar os que sdo biologicamente ativos (Congreve et al., 2005). Ja a abordagem
envolvendo a analise da estrutura proteica baseia-se na busca por compostos que possam
interagir especificamente com a proteina-alvo, e assim, inativa-la (Hillisch et al., 2004).

As informagdes estruturais de um numero razoavel de macromoléculas bioldgicas estéo
disponiveis no banco de dados de estrutura de proteinas - Protein Data Bank (PDB) que
contém ~93.000 estruturas resolvidas experimentalmente para determinadas proteinas (dados
atuais, http: www.pdb.org). Além disto, o National Center for Biotechnology Information
(NCBI) contém mais de 33 milhdes de sequéncias génicas a partir de uma grande variedade
de espécies (dados atuais, http: ncbi.nlm.nih.gov).

A estrutura de proteinas pode ser atualmente determinada com técnicas experimentais de
alta resolugdo por raios-X e ressonancia magnética nuclear (RMN). Entretanto em alguns
casos, essas informacdes estruturais ndo sao facilmente obtidas por tais métodos. A situagdo é
particularmente complicada para proteinas de membrana; menos de 1% de estruturas
experimentalmente resolvidas sdo proteinas de membrana, embora elas representem 30% do
genoma e sdo alvos de mais da metade das drogas terapéuticas (Bill et al., 2011). Esta
deficiéncia nas informacdes estruturais de alta resolucdo para estas proteinas € devida
principalmente a requisitos mais exigentes para a superexpressao, purificacdo e cristalizacao
em comparagdo com as proteinas sollveis em agua (Baker, 2010).

Quando se tem auséncia de estrutura 3D resolvida experimentalmente para uma
determinada proteina, pode-se utilizar métodos computacionais para predizer modelos
proteicos tridimensionais e fornecer informagfes estruturais dessas proteinas (Cavasotto e
Phatak, 2009), desde que se tenha um molde de proteinas homdlogas. A disponibilidade de
programas computacionais com metodologias orientadas na predi¢do da estrutura 3D permite
usar uma estrutura 3D molde homdloga a proteina-alvo. Neste contexto, as ferramentas de
modelagem molecular in silico podem ser utilizadas para modelar os efeitos das mutacdes,
para predizer a localizagdo de superficies de ligacdo com outras macromoléculas e pequenas
moléculas efetores, para estimar a energia de ligacdo, e predizer os movimentos locais e nao-
locais necessarios para ligacdo, sinalizacdo e catalise (Werner et al., 2012). Os avangos nas
técnicas computacionais e hardware tem habilitado os métodos in silico para acelerar a
identificacdo e otimizacdo destas possiveis novas drogas.

A modelagem molecular por homologia ou modelagem comparativa consiste na

observacdo de que proteinas evolutivamente relacionadas (ou seja, proteinas que estdo
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relacionadas entre si por serem originadas de um gene ancestral comum, em termos de
sequéncia de residuos de aminoécidos), tendem a ter estruturas semelhantes. Como resultado,
a estrutura ndo resolvida de uma proteina-alvo pode ser modelada utilizando a estrutura
resolvida de uma proteina homologa (molde), para predizer a conformacéo dessa proteina que
apresenta uma sequéncia de aminoécidos similar (Marti-Renom et al., 2000). Estima-se que
para cada proteina no PDB, uma média de outras 20 proteinas homologas podem ser
construidas (Vitkup et al., 2001).

A modelagem molecular por homologia envolve trés etapas sequenciais: construcdo da
estrutura molde, refinamento e avaliagdo. A etapa de construgdo da estrutura molde envolve a
identificacdo do melhor molde que pode ser utilizado na transferéncia de coordenadas
atdbmicas, alinhando a sequéncia-alvo com as sequéncias molde de proteinas de estruturas
conhecidas. Um anico molde (template) ou varios moldes sdo escolhidos, sendo aceitavel um
nivel de identidade no minimo 30% entre as sequéncias (Cavasotto e Phatak, 2009).
Entretanto deve-se empregar essa medida com cautela porque esses valores podem mascarar a
identidade real no sitio de ligagdo. Em caso de uma baixa similaridade, alinhamentos
multiplos podem melhorar a qualidade do alinhamento entre o alvo e 0 molde (Craig et al.,
2010). Na fase de refinamento, as estruturas dos loops e as cadeias laterais, geralmente sao
refinadas por procedimentos de dindmica molecular ou minimizacdo de energia. Na ultima
etapa, os modelos refinados séo avaliados pela sua concordancia com informacdes obtidas da
estrutura conhecida e outros resultados experimentais que podem incluir medidas
independentes de localizacdo de ligacBes dissulfeto, estrutura secundaria medida pelo
dicroismo circular ou espectroscopia infravermelha e dados estruturais de baixa resolucao
(Werner et al., 2012).

Associada a bioinformatica, essa abordagem pode ser expandida para a busca e desenho
racional de farmacos, onde o pesquisador faz a utilizacdo de filtros para aumentar as chances
de se encontrar uma molécula biologicamente ativa. A bioinformatica pode ser empregada nas
etapas da pesquisa basica de um novo medicamento, diminuindo assim 0s gastos e o tempo

necessario para o seu desenvolvimento até a sua comercializacao.

1.9 Varredura virtual de compostos ativos
A identificacdo experimental de pequenas moléculas com atividade desejada pode ser
obtida por varredura em larga escala (HTS), no entanto, as bibliotecas de drogas geralmente

contém milhdes de compostos, e sua aquisicdo (por exemplo, através de sintese quimica) e
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ensaio eficiente por robds sofisticados exige varios anos de esforcos e muitas vezes um
enorme investimento financeiro (Plewczynski et al., 2010). Tais situacbes forneceram a
analise e desenvolvimento de técnicas alternativas. A expressdo virtual screening ou
varredura virtual (VS) foi cunhada na década de 1990. Na VS, os compostos séo selecionados
por predicdo de sua interacdo a um alvo macromolecular utilizando programas de informética.
O docking computacional pode efetivamente obter complexos proteina-ligante, descartando 0s
ligantes ndo viaveis ou desfavoraveis numa fase inicial, e assim promovendo um processo de

descoberta de drogas mais eficientes (Forster, 2002).

A VS tem duas vantagens: (1) a velocidade em que uma grande biblioteca de compostos
pode ser rastreada, e (2) o pequeno capital de investimento inicial em comparagdo com o
custo de um programa de varredura in vitro (HTS de alto rendimento). O principal objetivo da
VS é reduzir uma base de dados molecular para poucos compostos candidatos (hits) que
tenham interagdo com um determinado alvo proteico. Os compostos candidatos sdo 0s
primeiros inibidores identificados, mas ndo sdo necessariamente as moléculas ideais, ja que 0s
leads sdo inibidores potenciais. Por fim o lead ideal é entdo preparado para os testes pré-

clinicos e clinicos (Stahura e Bajorath, 2004).

Com o objetivo de fornecer uma ferramenta de facil utilizacdo para encontrar os hits,
Beautrait e cols. desenvolveram uma plataforma de varredura virtual chamada VSM-G
(gerente de varredura virtual para redes- grids- computacionais), que usa métodos baseados na
estrutura dos compostos de entrada de acordo com sua afinidade pelo alvo, podendo assim
prioriza-los (Beautrait et al., 2008). A metodologia de VSM-G representada na Figura 6 pode
ser definida em trés etapas: 1) preparacdo dos ligantes (molécula orgénica ou peptideo), 2)
preparacdo da molécula-alvo e 3) processo de docking baseado em estrutura.
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Figura 6. Estratégia de varredura virtual para a descoberta de hits. Fonte: adaptado de
Beautrait et al., (2008), com modificacdes.

Os métodos de VS podem ter duas finalidades distintas, a primeira corresponde a excluséo
de um grande nimero de compostos com pouca ou nenhuma atividade, levando a um limitado
conjunto de moléculas que sejam hits mais provaveis (Abagyan e Totrov, 2001), pelo método
conhecido como “filtro”. A segunda finalidade é identificar compostos similares na entrada de
classificacdo, reduzindo o nimero de candidatos provaveis para gerar o hit. Os protocolos de
VS sdo baseados em filtros que reduzem o numero de compostos a serem testados
experimentalmente, portanto, diminuindo o custo dos experimentos de teste in vitro e in vivo
(Bleicher et al., 2003). Em cada etapa do processo, o filtro descarta 0s compostos

inadequados.

A VS usa quimiotecas de compostos ativos que sdo rastreados contra um ou mais alvos e
retornam para uma lista ordenada de compostos candidatos com potencial de interacdo com
proteinas-alvo (Werner et al., 2012). Bancos como Life Chemicals e Chimiotéque Nationale
sdo fontes de pequenas moléculas comercialmente disponiveis. A empresa Life Chemicals
Inc., Burlington, Canada, sintetiza e comercializa atualmente 830.000 compostos com alta
diversidade quimica e dispde de quatro tipos de bibliotecas que se diferenciam pela atividade
bioldgica esperada do composto: biblioteca de alvos em geral; biblioteca baseada na forma do

alvo; biblioteca baseada em farmacoforo e biblioteca de projetos especiais (dados atuais
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http://www.lifechemicals.com/). A biblioteca de alvos em geral é a mais ampla com
compostos baseados tanto no receptor como no ligante. Esses compostos apresentam uma
variedade de alvos com diferentes atividades biologicas, como quinases, canais idnicos,
receptores nucleares, peptidase, entre outros. A biblioteca baseada na forma do alvo leva em
consideracdo a interacdo do composto com certa regido da proteina, especialmente no seu
sitio ativo. A biblioteca baseada em farmacdforo é gerada pela distribuicdo dos atomos
extraida diretamente da topologia da molécula, ou seja, da regido do ligante que esta
intimamente ligado ao seu receptor e que confere sua atividade terapéutica. A biblioteca de
projetos especiais oferece um conjunto de compostos desenhados e sintetizados para

receptores acoplados a proteina G.

1.10 Trrl como alvo molecular para o desenvolvimento de novas drogas antifungicas

No citoplasma da maioria das células as proteinas se encontram no estado reduzido, em
contraste com as proteinas extracelulares onde ligac@es dissulfeto sdo comumente encontradas
e ajudam a manter a sua estrutura em um ambiente muito hostil. Tioredoxinas e
glutaredoxinas sdo proteinas termoestaveis capazes de reduzir pontes dissulfeto nas proteinas-
alvo. Estas oxidoredutases contém duas cisteinas vizinhas em seu sitio ativo que apds reducao
do dissulfeto alvo torna-se oxidada. O dissulfeto da tioredoxina é reduzido numa reagdo
catalisada pela tioredoxina redutase a partir do NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato) (Ritz e Beckwith, 2001).

A Tioredoxina (Trx) foi descoberta por Peter Reichard e cols, quando esta pequena proteina
ditiol foi isolada em sua forma pura, como doador de hidrogénio para a ribonucleotideo
redutase de E. coli (Moore et al., 1964). A primeira funcdo redox de Trx foi descoberta em
meados dos anos 1970, quando Trx de E. coli mostrou ser uma subunidade do fago T7 DNA
polimerase (Mark e Richardson, 1976). O sequenciamento da proteina bacteriana Trx revelou
0 protétipo ditiol dos motivos do sitio-ativo altamente conservado Cys-Gly-Pro-Cys, que é
encontrado em todos os reinos da vida desde archaea até mamiferos (Holmgren, A, 1968),
onde as cisteinas podem apresentar dois estados: oxidadas formando pontes dissulfeto ou

reduzidas em forma de ditiol.

As tioredoxinas redutases (Trr) séo oxidoredutases necessarias para a reducao do sitio-ativo
dissulfeto de Trx, portanto, responsaveis pela manutencdo do conjunto de Trx reduzidas e
ativas. A tioredoxina redutase é uma flavoenzima que se liga a um dinucleotideo de flavina-
adenina e NADPH, que esta localizada no citoplasma das celulas fungicas e desempenha um
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papel critico na manutencdo do estado redox de células (Kontou et al., 2004). As
flavoenzimas contém dois centros redox: um FAD e um grupo dissulfeto/ditiol em cada
subunidade. A tioredoxina redutase faz parte de um complexo conhecido como sistema
tioredoxina, que contém a tioredoxina (Trx), tioredoxina redutase (Trr) e NADPH, atuando
como um sistema de dissulfeto redutase (Lennon, Brett W et al., 2000). Nesse sistema, a
tioredoxina redutase reduz o dissulfeto do sitio ativo da tioredoxina a ditiol usando o NADPH
como doador de elétrons. Portanto, a funcdo desse sistema € reduzir pontes dissulfeto em
proteinas-alvo (Holmgren, A., 2000) (Figura 7). Em geral, as estruturas de Trx reduzidas e
oxidadas s&o muito semelhantes, mas foi reconhecido em 1967, a partir de um aumento da
emissdo de fluorescéncia de Trp, que a proteina sofre algumas alteracdes conformacionais
apos a reducdo (Holmgren, Arne, 1995). Estas alteracdes sutis e locais envolvidas com pontes
de hidrogénio no sitio ativo podem ter um efeito drastico sobre a atividade de ligacdo de Trx

as outras proteinas.

Riboza- 5-fosfato -

Via fosfato
pentose

H+e N

Glicoza-6-fosfato ) ( NADP ) FAD g

Figura 7. Cascata do sistema redox da Trx. A nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
reduzida (NADPH) + H* é gerado pela via fosfato pentose. NADPH + H* reduz a Tioredoxina
redutase oxidada (TrxRox), que regenera o conjunto de Trx reduzida. Trx reduzida contribui
para manter um ambiente redutor para diferentes proteinas. A TrxR, possui dois centos redox,
um grupo dissulfeto-ditiol, que reduz a tioredoxina, e um cofator (FAD), que recebe elétrons
provenientes do NADPH. Fonte: adaptado de Lee et al., (2013), com modificacdes.

Trr/Trx representam um sistema fundamental para defesa contra estresse oxidativo, além
disso, o sistema Trx em bactérias, leveduras e mamiferos estd envolvido na regulacdo da
sintese de DNA, na modulacéo das vias de sinalizacdo intracelular e extracelular, na regulagédo
de fatores de transcri¢cdo, na modulacdo da resposta imunitaria e no crescimento celular e
apoptose (Williams, C.H. et al., 2001).
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Dois tipos de Trr foram caracterizados, a isoforma de alta massa molecular (H-Trr) (~55
kDa), presente em mamiferos e alguns parasitas (Sandalova et al., 2001) e a isoforma de baixa
massa molecular (L-Trr) (~35 kDa) encontrada na maioria das bactérias, plantas e fungos
(Hirt et al., 2002). Entretanto, a identidade de sequéncia entre L-Trr e H-Trr é de apenas
~20%. Além disso, H-Trr tem um centro redox-ativo (com um padrdo CXXXXC) no dominio
de ligacdo ao FAD, que ndo tem equivalente no dominio de ligagdo ao FAD das L-Trr. Na L-
Trr, o dissulfeto redox ativo (motivo CXXC) esta localizado no dominio de NADPH. Como
também, as H-Trr possuem um dominio C-terminal (0 dominio de interface), ausente em L-
Trr, que € responsavel pela dimerizagdo e estd envolvido na catélise (Hirt et al., 2002). Estas
duas isoformas parecem ter evoluido independentemente, de modo que 0S mecanismos
enzimaticos sdo muito diferentes. Embora estas isoformas apresentem funcbes semelhantes,
as estruturas das proteinas sdo muito diferentes, e consequentemente a tioredoxina redutase
pode ser um alvo terapéutico seletivo contra fungos patogénicos (Williams, C.H. et al., 2001).
Em eucariotos superiores, a distancia entre esses dominios e sua orientacdo permite a
transferéncia de elétrons a partir de NADPH para o dissulfeto da Trx sem a necessidade de
uma grande alteracdo na conformacdo da Trr (Sandalova et al., 2001). Em procariotos e
fungos, os dominios de ligacdo ao NADPH e ao FAD estéo localizados em lados opostos da
molécula, necessitando de uma alteragdo conformacional significativa para que ocorra o
transporte de elétrons (Lennon, B.W. et al., 2000). Além disso, os centros redoxi dissulfeto-
ditiol estdo enterrados dentro da cadeia polipeptidica, criando uma barreira estérica para
reducdo da tioredoxina. Em E. coli, a tioredoxina redutase pode adotar uma conformacéo
alternativa, denominada FR (flavina reduzida, em que os dominios de ligagdo ao NADPH e ao
FAD sofrem uma rotacdo de 67°, permitindo assim a transferéncia de elétrons (Lennon et al.,
2000). Esta rotacdo permite a transicao entre as conformacdes FO e FR, colocando o NADPH
e o centro dissulfeto proximos ao anel da flavina e expBe, assim, os residuos de cisteina para
interagirem com a tioredoxina. Dessa forma, a tioredoxina redutase na conformagdo FR
permite a reducdo do FAD pelo NADPH e a da tioredoxina pela tioredoxina redutase
(Oliveira et al., 2010).

A andlise estrutural de Trr e Trx propicia a identificacdo do arranjo tridimensional da
proteina que permite sua interacdo com moléculas que sdo importantes para a funcao.
Embora, as Trr isoladas de eubactérias e dos eucariotas inferiores tém sido extensivamente
caracterizadas, ndo existe informagdo disponivel sobre a estrutura tridimensional de Trrl e

Trx1 em fungos patogénicos humanos. Em S. cerevisiae, ha duas enzimas tioredoxina
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redutase localizadas em diferentes compartimentos, ScTrxR1 no citoplasma e ScTrxR2 na
mitocondria. A delecdo do gene TrxR1 de S. cerevisiae gerou células mutantes ndo viaveis,
refletindo assim a essencialidade do gene (Giaever et al., 2002). Em relacdo a tioredoxina de
S. cerevisiae, ha duas citosolicas (ScTrx1 e ScTrx2) e uma mitocondrial (ScTrx3) (Zhang et
al., 2009). ScTrx1 e ScTrx2 apresentam 78% de identidade de sequéncia de aminoéacidos e
demonstram 46% (ScTrx1) e 43% (ScTrx2) de identidade de sequéncia de aminoacidos com
ScTrx3 (Oliveira et al., 2010). Em decorréncia dessa homologia, esses autores mostraram que
ScTrxR1 citosdlica € capaz de reduzir as trés tioredoxinas, Trx1, Trx2 e Trx3 de S. cerevisiae,
com eficiéncia. Entretanto, ScTrxR1, ndo foi capaz de reduzir tioredoxinas de E. coli e Homo
sapiens. Dessa forma, ScTrxR1 apresenta uma atividade espécie especifica com a tioredoxina

de levedura.

A analise da estrutura de TrxR1, em S. cerevisiae, mostrou que o monémero (Figura 8) é
composto por dois dominios B-a-B-0- que formam os sitios de ligagdo ao NADPH e ao FAD
(Oliveira et al., 2010). O dominio de ligagdo ao FAD ¢é composto pelos residuos 1-121 e 253-
318. Uma molécula de FAD esta ligada a estrutura ScTrxR1 sendo estabilizada pelas
interacdes com Prol3, Glu45, Asn54, GIn136, Asp288 e GIn296. O dominio de ligacdo ao
NADPH é uma sequéncia continua (do residuo 123 - 250). Os dois dominios estdo ligados por
uma pequena folha B. Os residuos de cisteina (Cys142-Ala-Val-Cys145) sdo encontrados em
um loop que contém o sitio de ligacdo ao NADPH e formam uma ligacdo dissulfeto, que esta
préxima ao FAD. Na modelagem molecular por homologia, as estruturas homologas da
proteina Trrl de P. lutzii (Pb01) no PDB: 3ITJ (PDB ID) de S. cerevisiae e 1VDC (PDB ID)
de A. thaliana apresentaram uma sequéncia de identidade de 65% e 57%, respectivamente. A
construgdo dos modelos tridimensionais de Trrl foi realizada a partir destas estruturas
homologas (Abadio et al., 2011).
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Figura 8. Estrutura global do mondmero TrxR1 de S. cerevisiae. Fonte: adaptado de
Oliveira et al., (2010).

A tioredoxina redutase tem sido estudada em diversos organismos, incluindo bactérias e
fungos. O aumento da transcricdo dos genes do sistema tioredoxina em Staphylococcus
aureus ¢ observado pelo estresse ao diamide, menadiona e t-butil hidroperdxido, mas ndo com
o0 peroxido de hidrogénio (Uziel et al., 2004). Tanto a TRR1 como TRR2 sdo induzidos em
resposta ao stresse pelo H.O> em S. cerevisiae (Godon et al., 1998) Em Candida albicans,
TRR1 e induzido durante estresse ao H>O. e ao estresse osmotico (Enjalbert et al., 2003).
Segundo Missall e Lodge (2005) como C. neoformans, ao contrario de S. cerevisiae ndo
codifica para um sistema tioredoxina mitocondrial por separado, parece que a Unica enzima
tioredoxina redutase funciona para ambas as formas citoplasmatica e mitocondrial. Estes
autores, ao substituir o promotor endégeno TRR1 com um promotor induzivel por cobre,
demostraram que Trrl é essencial para a viabilidade do fungo patogénico C. neoformans,
tornando-o um alvo potencial antifangico (Missall, Tricia A e Lodge, 2005b). Além disso, foi
demostrado que a tioredoxina mais altamente expressa, TRX1, € necessaria para a
sobrevivéncia de C. neoformans no ambiente oxidativo de macréfagos e importante para a
viruléncia deste patdégeno (Missall, Tricia A e Lodge, 2005a). Zaki e cols. (2012)
demostraram que a dele¢do da perda da fungdo de um Unico alelo de TRR1 ¢é suficiente para
reduzir a viruléncia de C. albicans em camundongos. Além disso, a perda de um alelo diminui
a capacidade de C. albicans para sobreviver ao estresse oxidativo. A incapacidade para gerar

mutantes homozigotos trrl sugere que o produto do gene TRR1 é essencial para a viabilidade
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celular. Devido que a tioredoxina redutase é altamente conservada entre as especies de fungos
(ausente no ser humano) e TRR1 demonstrou ser essencial para a sobrevivéncia de C.
albicans, este gene pode ser um novo alvo promissor para terapia antifingica (Zaki et al.,
2012). Em C. albicans Trx1 € necessaria para a ativacdo da proteina cinase Hogl e para
modulagéo da atividade do fator de transcripcao Ap-1 em resposta ao estresse oxidativo (da
Silva Dantas et al., 2010). O parasita da malaria Plasmodium falciparum possui uma grande
enzima homodimérica, com dois residuos de cisteina, ativos redox na regido C-terminal. A
acessibilidade da tioredoxina recombinante de T. brucei permitiu a caracterizacao da primeira
tioredoxina redutase tripanossomatideo. A delegdo do gene trx em T. brucei revelardo se a
tioredoxina é essencial para a viabilidade e viruléncia do parasita (Reckenfelderbaumer et al.,
2000). Em Aspergillus nidulans foi demostrado o impacto do sistema tioredoxina redutase na
diferenciacdo, o desenvolvimento sexual e a resposta ao estrese oxidativo neste organismo.
Foi criada uma cepa de delecdo da tioredoxina em A. nidulans, que demostrou uma
diminuigéo do crescimento, um aumento da atividade da catalase, e a incapacidade de formar
estruturas reprodutivas como conidiéforos quando foi cultivada em condi¢Ges normais (Thon
et al., 2007).

Uma estratégia para a busca de novos antifngicos se baseia na identificacdo de genes
essenciais ou importantes para a viabilidade celular de fungos (Hu et al., 2007). Como
resultado preliminar em nosso grupo, ja foi realizado uma busca prévia dos genes anotados na
Rede Genoma Regional do P. brasiliensis para a identificacdo de possiveis genes-alvos. Esta
busca in silico utilizou como base 35 genes de A. fumigatus e 23 genes de C. albicans,
previamente descritos como genes essenciais nestes dois patégenos humanos (Hu et al., 2007;
Roemer et al., 2003). Baseando-se em parametros de selecdo, foram selecionados 4 (quatro)
genes preliminarmente. Os alinhamentos multiplos entre as sequéncias da proteina Trrl de
diferentes fungos patogénicos humanos mostraram a presenca de dominios conservados. 1sso
sugere a possibilidade de identificar novas moléculas capazes de inibir a enzima tioredoxina
redutase. A Figura 9 mostra um alinhamento multiplo das sequéncias proteicas Trrl dos
patdgenos P. lutzii Pb0l, P. brasiliensis Pb3, P. brasiliensis Pb18, A. fumigatus, B.
dermatitidis, C. albicans, C. immitis, C. neoformans e H. capsulatum. O alinhamento mdaltiplo
da Trrl mostrou a conservacdo do motivo AVPI (Ala-Val-Pro-lle), bem como as duas
cisteinas (Cys145 e Cys148) em todos os fungos analisados. (Abadio et al., 2011).
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Trr1FPh3 SETVSRVDLSCRPFKLWKEFSDGPDDAPAHTADALIIATGANARRLDLPGEQQYWQHGIS 108
TrrlPhbl8 SETVSRVDLSCRPFKLWKEFSDGPDDAPAHTADALI IATGANARRLDLPGEQQYWONGIS 147
Trr1Pb01 SETVSRVDLSCRPFKLWKEFSDGPDDAPAHTADALIVATGANARRLDLPGEQQYWONGIS 143
TrrlHc TETVSRIDLSSRPFKLWKEYADGPNDGPAHTTDAII IATGANARRLDLPGEERYWQNGIS 108
TrrlBd TETVSRVDL SSRPFKVWKEYSDGPNDAAAHTADALI IATGANARRLDLPGEQQYWQNGIS 180
Trrlci TETISRVDLSSRPFKLQKEWSDGPDDAPAHTADALIIATGANARRLDLPGEDKYWQNGIS 143
Trrlaf TETISRVDLSSKPFKLWTEWNDGPDKEPACTADAVIIATGANARRLNLPGEETYWQNGIS 162
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TrrlPbl8 RNKPLFVIGGGD SAAEEAMFL TKYGSKVTVLVRRDKLRASKTMAKRLL 207
Trr1Pb01 RNKPLFVIGGGD SAAEEAMFL TKYGSKVIVLVRRDKLRASKTMAKRLL 203
TrrlHc RNKPLFVIGGGD SAAEEAMFL TKYGSKVTVLVRKDKLRASKTMAKRLL 168
TrrlBd RNKPLFVIGGGD SAAEEAMFL TKY GSKVTVLVRKDKLRASKTMAKRLL 240
Trrlci RNKPLFVIGGGD SAAEEAMFL TKYGSSVIVLVRRDKLRASKTMATRLL 203
Trrlaf RNKPLYVIGGGD SAAEEAMFLAKYGSSVIVLVRRDKLRASKAMAKRLL 222
TrrlcCa RNNPLAVIGGGD SACEEAIFL TKYASKVFLLVRRDVLRASTIMQOKRVT 200
TrrlcCn -qu ROKPLAVIGGGD SAAEEATYL TKYGSHVYVLVRRDELRASKIMAKRLT 227
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Trrl1Phl8 ANPKVEVKFNTVAVEVQGEPAPR THLKIKNVVSGGEEVVPANGLF YAVGHD PATALV 267
Trr1FPb01 YNPKVEVKF NTVAVEVQGEPAPR! THLKIKNVVSGVEEVVPANGLF YAVGHDPATALV 263
TrrlHc ANPKVEVKFNTVALEVLGDPAPR THLKIKDVVSGAEEVVPANGLF YAVGHDPATALV 228
Trr1Ed ANPEKVEVKFNTVALEVLGEPEPR THLKIKNVVSGNEEVVPANGLF YAVGHD PATATLYV 300
Trrlci NHP KVEVKF NTVAVEVQGEFPQPR! THLKIKNVVTGNEEVVPANGLF YAVGHEPATGLI 263
Trrlaf AHPKVTVRFNTVATEVLGEKKPN THLRIKNTVTGEEEIVDANGLF YAVGHDPATALYV 282
TrrlcCa NNEKIEVLWNTEALEAKGDGK-— KSLRIVNNKTKKEKDL QVNGLF YAIGHIPATKIF 257
TrrlcCn SHPKVTVLWNTVATEAKGDGE —— TSLTIKD TKTGKIRDLPVNGLF YAIGHEPATALV 284
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Figura 9. Alinhamento da sequéncia de residuos de aminoacidos da proteina Trrl. Pb3
(P. brasiliensis isolado 3), Pb18 (P. brasiliensis isolado 18), Pb01 (P. lutzii isolado 01), Hc
(H. capsulatum), Bd (B. dermatitidis), Ci (C. immitis), Af (A. fumigatus), Ca (C. albicans) e
Cn (C. neoformans). As posi¢des com identidade completa s&o indicadas com um asterisco,
dois pontos indicam substituicGes conservativas, € um ponto indica substituicdo semi-
conservativa. Fonte: adaptado de Abadio et al., (2011).

Além disso, foram identificadas moléculas inibidoras de Trrl de P. lutzii (Abadio et al.,
comunicacdo pessoal). Entretanto, essas moléculas ndo foram efetivas para o C. neoformans,
ou seja, ndo foram capazes de inibir seu crescimento. Isso pode ser devido as pequenas
diferencas nas sequéncias proteicas dos sitios de ligacdo, além da caracteristica de
seletividade espécie-especifica do sistema tioredoxina. Portanto, um modelo de Trrl de C.
neoformans precisava ser obtido para buscar novas moléculas antifingicas especificas que

possam atuar no tratamento da Criptococose.

Na auséncia de estruturas 3D resolvidas experimentalmente, métodos computacionais sao
utilizados para predizer modelos tridimensionais de proteinas e fornecer informagdes sobre
suas estruturas (Cavasotto e Phatak, 2009). A primeira etapa de modelagem por homologia
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para a obtencdo da estrutura tedrica da proteina alvo é a identificacdo de estruturas

tridimensionais que possam atuar como uma base estrutural para a modelagem da sequéncia-

alvo. As estruturas homologas da proteina Trrl com maior porcentagem de identidade de

sequéncia primaria e maior score sao escolhidas. Trés moldes foram selecionados (Anexo).

Um de S. cerevisiae na conformacdo oxidada: 3ITJ (PDB ID) e dois de E. coli na

conformacgéo reduzida: 1CLO (PDB ID) e 1F6M (PDB ID). No molde 1CLO, a estrutura

tridimensional deposita no PDB contém somente a proteina na conformacédo reduzida, ja no

molde 1F6M a estrutura 3D da tioredoxina redutase estd complexada a tioredoxina. A Trrl de

Cryptococcus neoformans apresentou identidade de sequéncia primaria de 66,5%, 47,5% e

47,1% com as sequencias das estruturas 3D escolhidas e depositadas no PDB: 3ITJ, 1CLO e

1F6M respectivamente, quando foi feito um alinhamento mdaltiplo utilizando o programa

ClustallW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) (Figura 10).

TERL_Cn
3ITJ_D|DDEID|CHATIHN | SEQUINCE
1CLO_2|PDRID| CHAIW | SEQUENCE
1F&M_E | PDBID | CHAIN | SEQUENCE

TERL_Cn
3ITJ_D|DDEID|CHAIN|SEQ
1CLO_2 | DDEID | CHAIN|SEQ
1F&M_Z | PDEID| CHAIN|SZQ

NCE

TERL_Cn
3ITJ_D|DDEID|CHATIHN | SEQUENCE
1CLO_2|DPDBRID| CHAIN | SEQUENCE
1F&M_E | PDBID| CHAIN | SEQUENCE

TREL_Cn
3ITJ_D|ECBID|CHAIN | SEQ
1CLO_&|EDEID | CHAIN | SEQ =
1F&M_E | EDBID | CHAIN | SEQUENCE

TRR1_Cn
3ITJ_D|EDEID|CHAIN|SEQUENCE
1CLO_2|PDBID | CHAIN | SEQUENCE
1FEM _|E3313|“Hrzu|s:;U"H::

TRR1_Cn

3ITJT :)II—':)EI:)I._.H;—II-IIS:QU_.HCZ
1CLO_&|PDBID|CHAINIS
1F&M E| FDEID|CHATIN | SEQUENCE

TRR1_Cn
3ITJ_D|PDEID| CHAIN|SEQUENCE
1CLO_&| FDBID| CHAIN | SEQ 2
1F&M_E | EDEID| CHAIN | SEQ

TRR1_Cn
3ITJ_D|PDEID| CHAIN|SEQUENCE
1CLO_2| FDEID | CHAIN | SEQUENCE
1F&M_E | FDEID| CHAIN | SEQUENCE

MSPIANGHPHESSEEVREPERTEEVSEEMHSEVVIIESEPEEHIARIYLAE S50
ME55HHHHHHS SGLVER———————— CEHVHMEVIIIGSGPAAHTAATYI.A 42
————————————————————————— CTTFHSELLILESCGPACGYTAAVYAR Z5
————————————————————————— GITFHSELLILESGPREYTRAVYRR Z5
*_k: k:kkkk__:kkk:k -
RANLEPVLYEGMLANGFAPEFEOLITITODVENFPEFPFEGVIGIEMMDEEFRSE 100

RAETEPILYEGMMANE
RANLOPVLITEHMEE-—

QLTTTTE
QLITTTE

ENFPEFPDELTCSELMODEMRE S92
EMWEPEZDPNDLTEPLLMERMHE 7O

RANLOPVLITEGMEE —— EEQLITITEVENWPEDENDLTGFLLMERMHE 70
*k:::k:k - kh&kkh*k::*k:kﬂ- k:_:kk_ :k::::
QSZRF:—IKIIIZI'JP_R'JDLS'JRFFKYWIZEZZZEHZF:':[IP_DIIILP_IEP_S

HATEFETEIIFDHIMNEVDLONEEFRLMNEDNG
HATEFETEI IF:JHIHE"'"DI_HHQFFQLH_ DHGE

S S - e - e -

RERLFLPEEETYWRSEIS
AKRMHLE

LTEYESHVYVLVRERDELRASKIMAKR LT ———SHEEVIVLWNIVATERZECD 247
LTEYCSEVFMLVREDHLEASTIMOERAR ———FENEEIETITLYNT D Z38
LSNIASEVHLIHRRDEFRAEKILIKRLMDEVENGNIILHTNRT u‘"I =D Z13
LENIASEVHLIHRED=FREAEKILITERTLMDEVENCGNIILHTNRTLEEYVTED 2132
Ar:: _h_h_:: k:ﬂr:hﬂr__h: L o - - Ar_ ﬂr__ﬂrﬂr

CEVLISLIIENTEITCE-TEDLEVHGLEFYATCGHEEPATSLVESQVELDSDEY Z9&
CELLNATLRTENTEENE-ETDLEVSCLEYATCHT PATEIW IDTDEAEZY Z87
CMEVIGVRLRDTONSDNIESLDVACGLEFVAIGHSPNIAIFEGQLELEN—GEY Z&2Z
QMEVTEVEL :l:JI 1,,c,IL]'S DNIESLODVACGLEVATICEHSENTAIFECQLELEN-EY Z&2
S _Arﬂrﬂrﬂrﬂr kkﬂrﬂrﬂrﬂr:_ _k:: :_ArAr
IETVEETS GCIART.ERAERT

IEKTVEES5———-LT5W 'I—' FF1L
IEVOSEIHENATOTSIEG
IEVOSGIHCENATOTSIEG L= "'\'{:}HIYQQ}IIS L=

& - ke ok Rk kAR A e e e ke e e e e - e e - o e e - o e -

ISEEEADDESLOTEDVHVPAEHYLGTDEE 371

LTSLE————————————m—————m——— 233
LOGLADRKE - ———————————————————— 220
LDELADRK - ———————————————————— zz0

Figura 10. Alinhamento multiplo realizado entre as sequéncias da proteina Trrl de C.
neoformans e as estruturas molde 31TJ, 1CLO e 1F6M depositadas no PDB. As posicdes
com identidade completa sdo indicadas com um asterisco, dois pontos indicam substituicdes
conservativas, e um ponto indica substituicdo semi-conservativa.
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2. JUSTIFICATIVA

A infecgdes fungicas invasivas (IFIs) ttm aumentado ao longo das Gltimas duas décadas. As
ferramentas de diagnéstico foram melhoradas, mas o numero de pacientes imunossuprimidos
aumenta dramaticamente. Algumas drogas estdo disponiveis para o tratamento de infeccdes
fangicas sistémicas ou superficiais, mas existe apenas um numero limitado de drogas
antifungicas viaveis, muitas delas com efeitos secundarios indesejaveis. Embora a terapia
antirretroviral contribua com uma diminuicdo significativa na incidéncia de criptococose em
paises desenvolvidos, agentes antifungicos convencionais sdo toxicos, apresentam baixa
atividade antifungica sendo menos eficazes. Além disso, a resisténcia destes fungos representa
uma limitacdo nas atuais terapias, demonstrando uma necessidade urgente de uma nova
geracdo de agentes antifingicos mais especificos, que oferecam um tratamento seguro contra
as micoses sistémicas. Atualmente, a pesquisa e o0 desenvolvimento de drogas sao
abrangentes, dispendiosos, consomem muito tempo e apresentam altos riscos; porém, o
planejamento baseado em estruturas tem se mostrado uma estratégia eficiente para o
desenvolvimento de novos farmacos. Recentemente, nosso grupo identificou genes ortologos,
por gendmica comparativa, presentes em fungos patogénicos humanos de relevancia mundial
e ausentes no genoma humano. A partir desta andlise, foram selecionados quatro genes
candidatos como alvos antifungicos (entre eles TRR1). Por varredura virtual, foram
identificadas pequenas moléculas (small molecules) inibidoras utilizando a sequéncia do gene
TRR1 de P. lutzii. Estas moléculas foram testadas contra P. lutzii e outros fungos, incluindo C.
neoformans. Os resultados dos testes in vitro destes potenciais inibidores contra estes fungos
patogénicos humanos tém sido promissores especialmente nas espécies do género
Paracoccidioides spp. Entretanto, nenhuma das 11 moléculas testadas foi capaz de bloquear o
crescimento do patdégeno C. neoformans. No contexto dessa proposta, estd dissertacdo de
mestrado encontra-se centrada na caracterizacdo do alvo Trrl e seu substrato Trx1, e na
obtencdo de possiveis moléculas candidatas que inibam a atividade da proteina Trrl,
especificamente na viabilidade do fungo patogénico C. neoformans utilizando as
metodologias de modelagem molecular e varredura virtual (Anexo). Adicionalmente, é
relevante a busca de novos alvos antifngicos ja que o arsenal disponivel no momento esta
focado na inibicdo da sintese e desorganizacdo do ergosterol presente na membrana celular
dos fungos, estrutura muito semelhante as células animais; e as drogas colocadas no mercado
que atuam sobre a parede celular, apesar de serem menos toxicas, apresentam limitacGes
quanto ao espectro de acdo. A escolha da enzima Trrl e seu substrato Trx1 para expressao e

purificacdo em C. neoformans se deve ao fato de o gene ser exclusivo de fungos e ser um
30



gene essencial para o fungo C. neoformans. Dessa forma, este estudo possibilitou o inicio do
projeto de desenvolvimento de novas drogas antifingicas para o C. neoformans, pois permitiu
a expressdo e purificacdo da proteina recombinante, e sua caracterizagdo enzimatica para
posteriores estudos de estrutura 3D desta enzima. Em paralelo, o trabalho em colaboracéo
com a Dra. Erika Kioshima e Dr. Bernard Maigret permitiu a identificacdo de moléculas
pequenas potencialmente inibidoras da Trrl de C. neoformans na busca de potenciais

antifangicos eficazes no tratamento de micoses.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Gerar informacdes basicas de estrutura-funcdo da proteina-alvo Tioredoxina redutase (Trrl)
visando desenvolver novas drogas para o tratamento de infec¢bes fungicas de relevancia

mundial.

3.2 Objetivos especificos

Parte I:

o Realizar a expressao heter6loga dos genes TRR1 e TRX1 de C. neoformans.

e Purificar as proteinas recombinantes Trrl e Trx1.

e Realizar os ensaios enziméticos do sistema tioredoxina e validar a atividade enzimatica
da proteina recombinante Trrl.

e Estabelecer as condicGes iniciais para obtencdo de cristais das proteinas recombinantes
purificadas, Trrl e Trx1 de C. neoformans.

e Realizar ensaios in vitro dos inibidores selecionados, utilizando a proteina Trrl

recombinante (teste inicial).

Parte I1: realizado em colaboracéo.

e Realizar a modelagem molecular da proteina alvo Trrl de C. neoformans, em
colaboragéo com o grupo do LORIA — Francga (Dr. Bernard Maigret) (Anexo).

e Selecionar moléculas potencialmente inibidoras de Trrl, por varredura virtual de
quimiotecas (docking), em colaboracdo com o grupo do LORIA — Franga (Dr. Bernard
Maigret) (Anexo).
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4. MATERIAIS
Tabela 3. Linhagens de E. coli para clonagem e expressao das proteinas recombinantes.

Linhagens | Gendtipo
DHS5a F- p80lacZ.M15 .(lacZY A-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(rk-,mk+) phoA

SUpE44 thi-1 gyrA96 relAl \-

BL21(DE3) B F —ompT hsdSB (rg— ms—) gal dcm (DE3)

BL21(DE3)pLysE B F —ompT hsdSg (rs — mg —) gal dcm (DE3) pLysE (CmF)

Fonte: elaborada pela autora.

4.1 Reagentes

Os reagentes (qualidade P.A.), kits e anticorpos utilizados foram adquiridos da Merck
(S/A), Synth, Amersham Biosciences, Sigma Chemical Co. Os meios de cultivo foram
adquiridos da DifcoTM e Sigma. Enzimas de restricdo Ndel e Xhol (New England BioLabs,
EUA).

4.2 Meios de cultura

e Meio LB (Luria-Bertani): 1% de peptona de caseina (p/v), 0,5% extrato de levedura
(p/v) e 1% de NaCl (p/v).

e Meio LB Amp: meio LB acrescido de 100 pg/mL de ampicilina. As solucbes de
antibidticos foram adicionadas em meio com &gar antes de solidificar (temperatura
inferior a 40 °C).

e Meio LB Amp/Cam: meio LB acrescido de 100 pg/mL de ampicilina e 20 pg/mL de
cloranfenicol. As solucdes de antibidticos foram adicionadas em meio com agar antes
de solidificar (temperatura inferior a 40 °C).

e Meio 4YT: 3,2% de peptona de caseina (p/v), 2,0% extrato de levedura (p/v) e 0,5% de
NaCl (p/v).

Os meios foram preparados com agua bidestilada, pH 7,2 e esterilizados por autoclavagem a

120 °C por 15 min. Aos meios solidos foram adicionados 1,5% de agar.
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4.3 Antibioticos para selecdo das células transformadas
e Solucéo estoque de Ampicilina (100 mg/mL): Ampicilina sédica foi dissolvida em
agua bidestilada, esterilizada por filtragdo em membrana Millipore 0,2 pum e
armazenada a -20 °C. Concentracéo final de uso: 100 pg/mL.
e Solucéo estoque de Cloranfenicol (20 mg/mL): Cloranfenicol foi dissolvido em
etanol, esterilizado por filtragdo em membrana Millipore 0,2 um ¢ armazenado a -20

°C. Concentracdo final de uso: 20 pg/mL.

4.4 Meios com glicose
e Solucdo estoque de glicose 40% (p/v): Solucdo de D-glicose em agua bidestilada,

estéril. Armazenada a 4 °C. Concentracéo final de uso: 0,5%.

4.5 Solucgdes para eletroforese em gel de poliacrilamida
As solugbes aqui descritas foram preparadas com agua bidestilada ou com padrdo Milli-Q e

com reagentes de padrdo analitico.

e Tampdao de amostra para SDS-PAGE: Tris-HCI 62 mM, pH 8,8, contendo 0,2% (p/v)
de SDS, B-mercaptoetanol 50 mM, 0,005% (p/v) de azul de bromofenol e 10% (v/v)
de glicerol.

¢ Solucéo estoque de acrilamida/bis 30% para gel de proteina: 30% de acrilamida,
0,8% de bis-acrilamida e &4gua bidestilada 100 mL qg.s.p.

e Tampao para gel de proteina (separacéo): Tris-HCI 3,0 M, pH 8,8.

e Tampao para gel de proteina (concentrador): Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, contendo 0,4%.

e Solucdo de SDS 12%: 12% de SDS (p/v).

e Tampéo de corrida para SDS-PAGE: Tris 25 mM, glicina 190 mM, pH 8,3, e 0,1%
de SDS (p/v).

e Tampd&o de transferéncia: Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM e 20% de metanol (v/v).

4.6 Solucdes para coloracéo/descoloracéo de gel de poliacrilamida com Coomassie Blue
e Corante: 40% de metanol (v/v), 10% de &cido acético glacial (v/v) e 0,25% de
“Coomassie Blue R250” (p/v).

e Descorante: 40% de metanol (v/v) e 10% de acido acético (v/v).
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4.7 Solugdes para o western-blot
e Solucédo estoque de tampéao fosfato-salina (PBS): NaCl 2,7378 M, KCI 0,053 M,
Na,HPO4 0,1301 M e K2HPO4 0,0229 M. A solucdo estoque foi diluida 20 vezes para
o uso (PBS 1X).
e PBS-Tween: 0,05% de Tween-20 (v/v) em PBS 1X concentrado.

4.8 Componentes dos ensaios de atividade enzimatica da Tioredoxina redutase

e Trrl (Tioredoxina redutase recombinante de C. neoformans).

Trx1 (Tioredoxina recombinante de C. neoformans).

DTNB (5,5’-ditiobis(2-nitrobenzéico).

NADPH (Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-reduzido).
BSA (Albumina de soro bovino).

EDTA (Acido etilenodiamino tetra-acético).

4.9 Levedura para o teste de suscetibilidade a antifungicos

e Cryptococcus neoformans (H99).

4.10 Meios de cultura, solucbes e solvente usados no teste de suscetibilidade a
antifngicos
e Meio RPMI: RPMI-1640 sem bicarbonato, com L-glutamina, suplementado com 2%
de glicose e tamponado (pH 7.0) com 0,165M de acido morfolinopropanosulfonico
(MOPS) (Sigma-Aldrich).

e Meio YPD: (extrato de levedura 1%, peptona 2%, glicose 2%) agar (Yeast Peptone

Dextrose; Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD).
¢ Solucéo salina: Cloreto de sodio 0,85%.

e DMSO (Dimetilsulféxido).

4.11 Drogas utilizadas no teste de suscetibilidade antifingica
e Candidato A (Life Chemicals).

e Candidato B (Life Chemicals).
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e Candidato C (Life Chemicals).
e Fluconazol (Sigma-Aldrich).

e Anfotericina B (Sigma-Aldrich).

4.12 Componentes para cristalizacdo das proteinas recombinantes
Kit Crystal Screen | e 1l (Hampton Research).

5. METODOS
5.1 Sintese quimica dos genes TRR1 e TRX1 para expressao heterdloga

Com a finalidade de otimizar o processo de expressao heter6loga das proteinas, o gene alvo
TRR1 e o seu substrato TRX1 de C. neoformans (H99) foram sintetizados quimicamente pela
empresa Epoch Biolabs. O Laboratério de Biologia Molecular da UnB tem utilizado a sintese
quimica de genes para a realizagdo de expressdo heter6loga em Escherichia coli e Pichia
pastoris. Os genes foram desenhados com sitios de restricdo nas extremidades para as
enzimas Ndel e Xhol e, selecionados os cddons preferenciais (codon usage) para E. coli com o
objetivo de reduzir os baixos niveis de expressdo. O gene foi clonado no vetor de expressao
bacteriano pET21a (Novagen) sob o controle transcricional da T7 RNA polimerase. A Figura

11 mostra a sequéncia otimizada dos genes sintetizados.

A,

> Gene TRRI de C. neoformans otimizado para expressdo em E. coli.
CATATGTCTCCCATCGCCARCGECCATCCCCACGECAGCTCTTTCEECETCAGEGAACCCARGAGAACCGECGAGGTARGE
AAGAAGATGCACTCCAAGGTTGTTATCATCEGECTCTGETCCCGETGETCACACCECCECCATCTACTTGGCCCGAGCCARC
CTCGAGCCTGICCTCTACGAGEETATGCTTGCCARCGETTTCGOCCCTGECGETCAACTCACCACCACTACTGACGTCGAG
BACTTCCCTGRTTTCCCCGAAGECGTTACCGETACCGARAT GATGGATARGT TCCGAGCTCAGAGTGAGCGATTCGGCACT
AAGATCATCACCGAGACTGTTGCGCGTGTCEACCTCTCTGTCCGACCTTTCARGTACTGGACTGAGGETGAGGAGGAGGAA
CACGAGTTCATGACCGCCGATACTATCATCCTGECTACCGETGCTTCTGCCARGCGACTTTTCCTTCCTGETGAGGAGACT
TATTGGCAGTCTGETATCTCTGCCTETGCCETTTGCGACGETGCCETCCCCATCTTCAGGCARAAGCCCCTTGCCGTTATT
GETGETGETGACAGTGCTGCCEAGEARGCTACTTACCTCACCARGTACGETTCTCACGTTTACGTCCTCGTCAGARGAGAT
GAGCTCCGAGCTTCCARGATTATGGCTARGCGACTCACT TCTCACCCCARGGTTACCGTCCTTTGGARCACTGTTGCTACT
GAGGCCAAGGETGACGETGAAGTCCTCACATCACTTACCAT CARGARCACCARGACTGETGAGACCGEAGACCTCCCCGTC
BACGETCTTTTCTATGCTATCGECCACGAGCCCECCACTTCCCTCATCARGTCTCAAGTCGAGCTTGACAGCGATGEATAC
ATCAAGACTGTTCCCGGTACCTCCCAGACTICTETCCATGGTGTCTTCGCCGCCEGTGACGTACAGGACAAGAAGTACAGE
CAGGCTATCACATCTGCTGETTCCGETTGTATTGCTGCCCTTGAGGCTGAAAGECTTATCAGCGAGGAGGAGGCTGATGAC
GAGAGCCTCCAGACCGAAGATGTGCATGTCCCTECCGAGCACTACTTGEECACTGACARGGAGTARCTCEAG
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B.

> Gene TRX] de C. neoformans otimizado para expressio em E. coli

CATATGGTCAAGGCTATTGAATCTTACGACGAGTGEAAGACTCTCACTTCTGECTCCGATGTTGTCETCETCEACTACTGE
GCGACTTGGTGCGETCCCTGCARGATGATCTC TCCCCATTTTGOCARGC TTGAGGGCARGTTCCCCARTGTCAAGTTTGET
ARAGGTCEATGTTGAGGAGCARGAGGACATTGCCARGGAGGCT CARAT CARGGCCATGCCTACT T TTGTCGCCTACARAGAC
GECARGETGATCEAGACTGTTACCGECECTETCCCCECARAGATCARTGCTTTGCTCEACAAGETTGCTGCTTAACTCEAS

Figura 11. Sequéncias de nucleotideos dos genes TRR1 (A) e TRX1 (B) de C. neoformans
otimizadas para expressao heteréloga em E. coli. Os nucleotideos em vermelho representam os
sitios de restri¢do para as endonucleases Ndel (CAT) e Xhol (CTCGAG).

5.2 Expressao heterologa dos genes selecionados
5.2.1 Vetor plasmidial - pET21a

Varios vetores comerciais encontram-se disponiveis para a expressao de genes em E. coli.
Um dos mais importantes sistemas de expressdo sdo aqueles pertencentes a seérie pET
(plasmid for expression by T7 RNA polimerase, Novagen). Os genes alvo sdo clonados nos
plasmideos pET sob o controle transcricional do bacteriéfago T7 e a expressdo € induzida

pela T7 RNA polimerase da célula hospedeira.

Os vetores da série pET sdo plasmideos desenhados para permitir a rapida producdo de
grandes quantidades da proteina de interesse. Contém varios elementos importantes: o gene
lacl que codifica a proteina repressora lac; o promotor T7 que € altamente especifico para T7
RNA polimerase (e ndo para RNA polimerase de bactérias) e que nao aparece em genoma de
procariotos; um operador lac que serve para bloquear a transcri¢do; um sitio de policlonagem;
uma origem f1 de replicagdo; e um gene de resisténcia a um determinado antibiético (Figura
12).
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Figura 12. Esquema do vetor da série pET. O plasmideo contém a regido marcadora para
resisténcia a ampicilina (verde), o gene lac I (azul), o promotor de transcricdo T7 (vermelho), a regido
do operador lac (roxa) e um sitio de policlonagem (pLink) em preto. Fonte: www.novagen.com, com
modificagdes.

5.2.2 Cepas de E. coli

Dentre 0s varios sistemas de expressao disponiveis para producdo de proteinas heterélogas,
a bactéria E. coli é muito utilizada devido a sua capacidade de crescer rapidamente com altas
concentracdes celulares e em substratos baratos, além de sua genética ser bem conhecida e ter
disponibilidade de vetores e cepas mutantes (Demain e Vaishnav, 2009). Duas cepas de E.
coli foram usadas no desenvolvimento deste trabalho, dependendo da finalidade da
construcdo. A cepa DH5a. foi usada para a clonagem e amplificacdo dos plasmideos. As cepas
BL21(DE3) e BL21(DE3)pLysE foram utilizadas para a producdo das proteinas

recombinantes pela inducdo com IPTG.

Quando a T7 RNA polimerase esta presente, e o operador lac ndo esta sendo reprimido, a
transcricdo do gene de interesse procede rapidamente. Neste trabalho as células utilizadas
como hospedeiras para o plasmideo pET21a foram E. coli BL21(DE3), com lisogene DE3 que
contém o gene da T7 RNA polimerase sob o controle do promotor lacUV5, o qual requer
IPTG para induzir a expressdo, e E. coli BL21(DE3)pLysE, que prové uma estabilidade
adicional ao expressar 0s genes alvo em cepas hospedeiras contendo um plasmideo
compativel de resisténcia ao cloranfenicol que produz uma pequena quantidade de lisozima

T7 para reduzir o nivel da expressdo basal do gene de interesse (Figura 13).
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Figura 13. Esquema da inducéo da expressao génica no vetor pET por IPTG. A T7 RNA
polimerase estd sob controle do operon lac. O gene de interesse esta sob regulacdo do
promotor do fago T7. (Fonte: www.novagen.com).

A T7 RNA polimerase é tdo ativa e seletiva que quase toda a maquinaria da bactéria €
convertida para a expressdo do gene de interesse. Este sistema mantém o0s genes
transcricionalmente silenciados no periodo anterior a indugdo, permitindo o crescimento
bacteriano, ja que, muitas vezes, a proteina de interesse € toxica para a célula dificultando ou

impedindo o metabolismo celular normal (Jonasson et al., 2002).

5.2.3 Células bacterianas competentes por choque térmico

Uma col6nia isolada de E. coli foi inoculada em 5 mL de meio LB (1% de peptona de
caseina (p/v), 0,5% extrato de levedura (p/v), 1% de NaCl (p/v) e 1,5% de &gar, pH 7,2) em
tubo conico (Falcon) de 15 mL e incubada por 16 h, a 37 °C, 200-250 RPM (Shaker da
Empresa New Brunswick Scientific). Foi adicionado 0,3% desta cultura a 30 mL de meio LB,
em um frasco Erlemmeyer de 250 mL previamente estéril e colocada a 37°C, 200-250 RPM
(Shaker da Empresa New Brunswick Scientific). Apés atingir a densidade otica de 0,3 (600
nm), as celulas foram coletadas em um tubo de 50 mL gelado e mantidas no gelo por 15
minutos. As células foram entdo centrifugadas por 10 min a 4 °C, 5000 xg. O sobrenadante foi
removido e o pellet ressuspenso em 10 mL de CaCl> 100 mM e em seguida, mantido em gelo
por 15 min. As células foram centrifugadas novamente por 10 min a 4 °C, 5000 xg. O
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sobrenadante foi novamente removido e o pellet foi ressuspenso em 1 mL de CaCIl2 100 mM
com glicerol 15%. As células foram coletadas em aliquotas de 100 uL, congeladas e estocadas
a-80°C.

5.2.4 Transformacé&o de E. coli por choque térmico

Esta técnica foi descrita por Sambrook e cols (2001). A cepa termocompetente (DH50)
foram adicionados 25 ng do sistema de ligagdo (vetor pET21a::inserto). Os sistemas de
transformacédo foram mantidos no gelo durante 30 min e, posteriormente, foram incubados 90
sec, a 42°C (choque térmico), e mantidos no gelo por 10 min. A seguir foi adicionado 1 mL de
meio LB e incubado por 1 h, a 37 °C, invertendo os tubos a cada 15 min. Foram plaqueados
20 pL e 50 pL de células transformadas em meio LB &gar acrescido de antibidtico (Amp).
Para garantir a obtencédo de clones transformados, o volume restante foi centrifugado a 13.000
Xg, por 2 min e descartado 800 pL do sobrenadante. As células foram ressuspensas e 20 pL
foram plaqueados em meio LB &gar. As placas foram incubadas por 16 h a 37 °C (Sambrook,
J. e Russell, 2001).

5.2.5 Extracdo de DNA plasmidial e verificacdo da presenca dos sitios de restricdo e do

inserto

As colbnias que cresceram na placa foram selecionadas e, com auxilio de um palito de
dente estéril, foram inoculadas em 5 ml de meio LB (Sambrook, Joseph, 1989) com
ampicilina (100 pg/mL) e incubadas a 37 °C sob agitacdo de 240 RPM por aproximadamente
16 h. a extracdo plasmidial foi feita utilizando-se o kit comercial Plasmid Miniprep Kit
(invitogen), conforme instrucdes do fabricante. Ao final, o DNA foi eluido em 50 pL de agua
desmineralizada estéril. O DNA obtido foi quantificado no “GeneQuant™pro” (GE
healthcare). Para a confirmacdo dos clones, os plasmideos extraidos foram submetidos a
digestdo. A digestdo foi realizada para confirmar a presenca do gene no plasmideo e para
confirmar a ligagéo do inserto de maneira correta. Para isto foram selecionadas as enzimas de
restricdo de maneira que uma fosse capaz de digerir 0 gene e outra de dirigir o vetor,
formando dois fragmentos identificaveis em eletroforese de gel de agarose.

Para a digestdao foram utilizadas as enzimas Ndel e Xhol (Invitrogen), pois o vetor pET21a
possui esses sitios de restricdo nas regides flanqueadoras do inserto. A digestdo utilizando
Ndel foi realizada para um volume final de 20 pL, sendo 8 uL. de DNA 200 ng), 2 uL de
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NEB4 (10X) (New England BioLabs), 2 uL de enzima (10 U/uL) e 8 puL de agua milli-Q para
completar o volume. Para a digestdo com Xhol: 8 uL de DNA ¢ 200 ng), 2 uL. de NEB4
(10X), 2 uL de enzima (10 U/uL), 0,2 uL de BSA (100X) e 7.8 uL de agua milli-Q para
completar o volume final de 20 pL. As reacbes de digestdo com as duas enzimas foram
realizadas utilizando 16 pL de DNA (1 pg), 2 uL da enzima Ndel, 2 pL da enzima Xhol, 0,4
pL de BSA 100X, 4 pL de tampdo NEB4 (10X), e 15,6 uL. de agua milli-Q para completar o
volume final de 40 pL. As digestdes permaneceram em banho a 37 °C por 4 h. A liberacdo do
inserto foi analisada em gel de agarose 1%, com brometo de etideo (5 pg/mL), utilizando
TAE 1X (TAE 50X para 1 L, 242 g Trizma Base, 18,6 g sal sodico de &cido etilenodiamino
tetra-acético, pH 8,0 a uma voltagem de 70 V por 1 h. Foi utilizando o marcador 1Kb Plus

DNA Ladder (invitrogen) e visualizado em radiacdo UV.

5.2.6 Inducéo da expressdo das proteinas Trrl e Trx1 recombinantes

Para realizar a inducdo da expressao heteréloga das proteina recombinantes Trrl e Trx1
foi utilizada a linhagem de E. coli BL21(DE3) e BL21(DE3)pLysE respectivamente.
Inicialmente, foram preparadas células termocompetentes e realizada a transformacédo por
choque térmico para inser¢do do vetor (Sambrook et al., 2001). A cepa E. coli BL21(DE3)
transformada foi semeada em placas contendo LB &gar e ampicilina 100 pg/mL; e a cepa
BL21(DE3)pLysE transformada foi semeada em placas contendo LB &gar, ampicilina 100
pg/mL e cloranfenicol 20 pg/mL. Uma inducdo em pequena escala foi realizada para verificar
a capacidade da cepa de E. coli expressar as proteina desejadas. Foram escolhidos
aleatoriamente trés clones transformantes e cada um foi inoculado em 5 mL de meio LB como
respectivo antibidtico. Os indculos cresceram por aproximadamente 16 h a 37 °C, 250 RPM
(Shaker da Empresa New Brunswick Scientific). Foram inoculados 1,25 mL do pre-inoculo
em 25 mL de meio LB contendo devido antibidtico e suplementacdo com glicose. Os indculos
foram incubados por aproximadamente 60 min. a 37 °C, 250 RPM, até atingir uma densidade
Gtica de 0,6 a 600 nm. Em seguida, foram coletados 2 mL das culturas (tempo 0), controle
negativo, e adicionado riboflavina 0,1 mM. Para a inducdo de expressdo foi adicionado ao
meio IPTG variando as concentragdes (0,25 mM, 0,5 mM e 1 mM), e retornou-se a incubagédo
por aproximadamente 16 h a 20 °C, 250 RPM. Foram retiradas aliquotas de 1 mL ap6s 2, 4, 6
e 16 h de incubagdo. As amostras retiradas nos respectivos tempos foram centrifugadas por 2
minutos, 13.000 xg. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 50 pL de

tampé&o de amostra TEB 2X. O material de indugéo restante, foi centrifugado por 20 min, a 4
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°C, o precipitado com a bactéria foi guardado no freezer (-20 °C) e o sobrenadante descartado.
Os clones desta cepa foram confirmados e a partir deles foi preparado um lote de trabalho,
estocado em glicerol 50%. Os estoques foram armazenados a -80 °C. Um esquema geral dos
procedimentos realizados para fazer a expressdo das proteinas heterélogas é mostrado na

Figura 14.
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Figura 14. Esquema geral de expressao e purificacdo das proteinas recombinantes.

5.2.7 Meios contendo glicose

Ao meio de cultura para a expressdo heterdloga da proteina Trrl recombinante foi

adicionado 5% de glicose para as inducdes em pequena escala e em grande escala.

5.2.8 Andlise da expressao por eletroforese em gel de poliacrilamida (12%)

As proteinas recombinantes foram analisadas em gel de poliacrilamida contendo SDS
segundo Sambrook e cols. (1986), com modificacdes. Inicialmente, preparou-se a solugéo de
gel separador 12%, sendo a polimerizagéo catalisada pela adi¢cdo de 0,045% de persulfato de
amonio e 0,075% de TEMED. A solucdo de poliacrilamida foi vertida com auxilio de

micropipeta entre os conjuntos de placas de vidro, ja devidamente montados no aparato de
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eletroforese, conforme as especificacdes do fabricante do sistema de minigéis (BIO-RAD), e
cobertas com agua Milli-Q. A solucdo de gel concentrador 4% foi preparada, sendo a
polimerizacéo catalisada pela adi¢do de 0,12% de persulfato de aménio e 0,05% de TEMED.
Em seguida, a solucdo de gel concentrador foi vertida sobre o gel separador, apos remogéo da
agua Milli-Q com papel absorvente. Foram colocados pentes para permitir a formacao dos
pogos. Apds a completa polimerizacdo, o sistema de géis foi acoplado a cuba apropriada. As
amostras foram fervidas por 5 min e 10 pL de cada uma delas e 0os marcadores de massa
molecular foram aplicados no gel de poliacrilamida. As condic¢des de corrida foram de 100 V
até a entrada das amostras nos géis separadores e de 120 V até o final da corrida eletroforética
em tampédo Tris-glicina. Terminada a eletroforese, o gel foi corado para visualizagdo da

proteina, ou transferido para membrana para procedimentos de western-blot.

5.2.9 Coloragéo e visualizacéo do gel

Ao final da corrida eletroforética um dos géis foi corado com Coomassie Blue para a
visualizacdo do perfil proteico, por 1 hora, sob agitacdo. Em seguida, procedeu-se a
descoloracdo do gel de poliacrilamida com solucdo descorante. O perfil proteico foi
imediatamente analisado em transiluminador de luz branca, em seguida escaneado para

documentacéo.

5.2.10 Western-blot

Para comprovar a eficiéncia da purificagdo, foi realizado um western-blot, utilizando o
anticorpo monoclonal polyHis conjugado com fosfatase alcalina. Este mostrou que a proteina
estd realmente presente, ja que o tamanho da banda confere com a banda purificada. O gel foi
incubado por 30 min em solucdo de transferéncia e a partir da utilizagdo do equipamento
Trans-Blot SD Semi-Dry Eletrophoretic Transfer Cell (BIO-RAD) foi feita a transferéncia da
proteina para a membrana de nitrocelulose, conforme as recomendacdes fornecidas pelo
fabricante da membrana (Amershan Pharmacia Biotech). O sistema de transferéncia foi
formado por um papel de filtro, sob os quais se colocou a membrana de nitrocelulose, o gel de
poliacrilamida e outro papel de filtro, sendo todos previamente embebidos em tampé&o de
transferéncia. Posteriormente, foram removidas todas as bolhas, pressionando com um tubo
de ensaio sobre os papeis e gel. Este sistema foi montado entre dois eletrodos e submetidos a
uma corrente elétrica de 15 V durante 15 min. Apo6s a transferéncia, a membrana foi
bloqueada com solucdo de leite desnatado comercial (5%) em PBST 1X por 1 h a temperatura
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ambiente, sob leve agitacdo. Em seguida, a membrana foi lavada 3 vezes com PBST 1X por 5
min e, entdo, incubada durante 3 horas a temperatura ambiente, sob leve agitacdo, com o
anticorpo monoclonal anti-polyHis conjugado com fosfatase alcalina (Sigma) na diluicdo
1:1000 em solucdo PBS. Ap0s a incubacdo, a membrana foi lavada 3 vezes de 5 min com
PBST 1X. Em seguida, a membrana foi imersa em solu¢cdo APB e submetida ao tratamento
com a solucdo reveladora de western-blot (NBT e BCIP) até o aparecimento das bandas. A
membrana foi finalmente lavada com agua destilada, seca a temperatura ambiente e

fotografada.

5.3 Purificacdo das proteinas Trrl e Trx1l recombinantes por cromatografia de
afinidade

A construcdo génica foi conduzida de modo a adicionar uma cauda de seis histidinas (His-
Tag) as sequéncias proteicas tendo em vista proceder a purificagdo em colunas de
cromatografia de afinidade. A cauda de histidina, confere a enzima, e pH apropriado,
afinidade por ions bivalentes carregados positivamente. A resina utilizada nesta etapa possui
como matriz (conjunto ligante-polimero) ions de niquel ligados a agarose. Apds a inducdo da
expressao dos genes TRR1 e TRX1, o material de indugéo foi centrifugado por 20 min, 4 °C,
8.000 xg. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 8 mL de
tampao de lise (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM e Imidazol 10 mM). As células bacterianas
foram rompidas utilizando o aparelho Vibra Cell (Sonics). Foi utilizada uma amplitude de
60%, aplicando 10 pulsos de 10 sec com intervalos de 1 min. Durante a sonicacdo as amostras
foram mantidas sempre no gelo. Apés a sonicacdo, o extrato foi centrifugado por 30 min. a 4
°C, 8.000 xg. O sobrenadante, contendo a proteina soltvel expressa, foi separado para realizar
a purificacdo em coluna contendo a resina Ni Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare). Antes
de iniciar a purificacdo da proteina recombinante em coluna contendo 1 mL de resina, foi
preparada a resina Ni Sepharose Fast Flow de cromatografia de afinidade por meio de trés
lavagens com 10 mL de agua destilada. Durante a purificacdo a fracdo flow-through foi
coletada. Em seguida, foram realizadas trés lavagens (contendo imidazol 40 mM), com 4 mL
de solucdo de lavagem. Posteriormente, foi realizada a etapa de eluicdo da proteina, onde
foram realizadas cinco eluices com 1 mL de solugdo de eluicdo (contendo imidazol 250
mM). A concentracdo de proteina foi determinada a partir da curva de calibracdo de BSA
utilizando a metodologia de Bradford (Bradford, 1976). Para a dosagem da proteina foram

utilizados 1 mL da solugédo de Bradford com 20 pL da amostra purificada, e a leitura feita a
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A595 nm. Todas as proteinas foram produzidas na forma sollvel e a pureza das amostras foi
verificada por SDS-PAGE 12%.

5.4 Determinacédo da concentracao das proteinas

Para a quantificacdo das proteinas recombinantes utilizamos duas técnicas. A primeira
consiste na utilizacdo de reagente Bradford. E um método colorimétrico medido baseado no
comprimento de onda 595 nm utilizando uma curva de calibracdo com BSA (Cf BSA x Abs).
O segundo metodo baseia-se na leitura de absorbancia direta da proteina e do coeficiente de
extin¢cdo para a predicdo da massa molecular da proteina. A concentracdo foi determinada por
espectrometria a 280 nm. A concentracdo das proteinas foi obtida pela equacdo de Beer-
Lambert (equacéo 1).

A=gx|xC (equacdo 1)

Onde, A é a leitura de absorbancia; € é o coeficiente de extensdo molar; | € o comprimento
do caminho dtico em centimetros; C é a concentracdo em mol/L. A concentracdo molar
determinada foi multiplicada pelo fator de diluicdo. O valor encontrado de £ a 280 nm para
Trrl foi 33015 M cm®, com um peso molecular de 39868.7; e para Trx1 o valor de € a 280
nm foi 21095 M cm™, com um peso molecular de 11451.2; esses dados foram determinados
a partir da sequéncia de aminoéacidos das proteinas pelo programa ExPaSy e a ferramenta
Protparam (http://web.expasy.org/protparam/). Em ambos 0s protocolos de medigdo, as

proteinas foram quantificadas em triplicata a~25 °C.

5.5 Ensaio enzimatico da atividade de Trrl recombinante

Os estudos cinéticos foram realizados com a enzima tioredoxina redutase (Trrl)
recombinante de C. neoformans. Como substrato dessa enzima, foi utilizada a tioredoxina
(Trx1) recombinante do mesmo fungo. Para a determinacdo dos parametros cinéticos, 0s
ensaios de atividade da tioredoxina redutase foram realizados através de um ensaio
colorimétrico que monitora sua atividade sobre os substratos, a Trx1 e o NADPH. O ensaio
baseia-se na redugdo do acido 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzéico) (DTNB) gerando o acido 5-tio-
2-nitrobenzoéico (TNB), que produz uma coloracdo amarela medida a A2 nm (Arnér e
Holmgren, 2000).

O experimento foi realizado a 25 °C em espectrofotdmetro UV-1800 (Shimadzu). A reacdo

foi iniciada pela adicdo de tioredoxina redutase 0,1 UM, o substrato Trx1 em concentragdes
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variadas de 0,5 a 15 pM e NADPH 0,2 mM a uma solugdo contendo tampdo de fosfato de
potéssio 100 mM pH 7.0, DTNB 3 mM, BSA 0,1 mg/mL e EDTA 1 mM para um volume
final de 1 mL. O aumento da As12 nm foi monitorado nos 300 sec iniciais. Os parametros
cinéticos Vmax € Km foram determinados a partir da equacdo de Michaelis- Menten, tragando o
gréafico dos duplos reciprocos de Lineweaver-Burk (inverso da velocidade inicial x inverso da
concentracédo do substrato) e usando o programa GraphPad Prism. A atividade da enzima Trrl
foi medida em todos 0s ensaios subtraindo as velocidades das reacdes do controle (sem Trx1),

e trés experimentos independentes foram realizados para cada concentracao de Trx1.

5.6 Cristalizacdo das proteinas recombinantes

Para a realizacdo do experimento de cristalizacdo as proteinas recombinantes Trrl e Trx1
foram dialisadas em tampéo Tris-HCI 10 mM pH 8,5 e NaCl 0,03 M. Posteriormente foram
ajustadas para uma concentracdo maior ou igual a 10 mg/mL usando o Ultra-Amicon
concentrador de 30 kDa e 5 kDa (Millipore) e o concentrador Vivaspin para as amostras com
volumes pequenos e finalmente foram congeladas a —4 °C. No inicio dos ensaios para
obtencdo de cristais, as proteinas foram mantidas em banho de gelo e depois centrifugadas por
5 min a 13000 xg.

Foi utilizado o método de difusdo de vapor em gota sentada (sitting drop), e foram testadas
inicialmente solucdes disponiveis na forma de kits comerciais, contendo uma combinacéo de
diferentes agentes precipitantes em concentracdes variadas e em diferentes pH. Os
experimentos de cristalizacdo foram determinados em sala com controle de temperatura a
20°C. A confirmacdo de que os cristais eram de proteina foi feita com o corante lzit da
Hampton Research. A partir do refinamento das condi¢bes sera possivel encontrar uma

solucdo ideal para a cristalizacdo de cada proteina.

5.7 Testes de suscetibilidade aos antifungicos

Para avaliar o perfil de susceptibilidade dos fungos patogénicos aos antifungicos, foi realizado
o teste de microdiluicdo em caldo, segundo o método proposto pelo CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2005), de acordo com o protocolo M27-A2 (antigo NCCLS-
National Committee for clinical laboratory Standars). O teste de susceptibilidade in vitro foi
realizado em C. neoformans (H99). A cepa foi subcultivada em meio YPD agar; a 30 °C por 2

dias. As colbnias isoladas foram suspendidas em 5 mL de solugdo salina estéril (0,85%). As
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celulas foram contadas utilizando cdmara de Neubauer e a concentragdo foi ajustada para
1x10° células/mL, que foi diluida 1:50 e 1:20 em meio RPMI, resultando em uma
concentragdo 2X equivalente a 1x10° células/mL. As células e as concentrages das drogas
foram diluidas 1:1, atingindo a concentracdo final de 1X. Os testes foram realizados em
placas descartaveis estéreis de 96 pogos, fundo chato, sendo o volume final utilizado em cada
poco de 200 uL, sendo 100 pL das diluigdes da droga e 100 pL das diluigdes com o fungo. As
concentragdes das drogas variaram de 512 a 0,25 pg/mL. Em cada placa, foi feito controle
positivo inoculando as leveduras em meio sem droga e meio sem droga contendo DMSO,
quando este foi utilizado como solvente e controle negativo contendo apenas o0 meio RPMI.
As placas foram incubadas a 35 °C por 48 h e entdo analisadas visualmente e por leitura da

absorbancia em espectrofotdmetro a 595 nm.

5.7.1 Agentes antifungicos

As 3 moléculas selecionadas por varredura virtual no banco de dados da Life Chemicals
(Life Chemicals INC., Burlington, ON, Canada) e duas drogas controle: Fluconazol (Sigma-
Aldrich), Anfotericina B (Sigma-Aldrich) foram testadas. As drogas foram diluidas em meio
RPMI [RPMI-1640 sem bicarbonato, com L-glutamina, suplementado com 2% de glicose e
tamponado (pH 7.0) com 0,165 M de &cido morfolinopropanosulfonico (MOPS) (Sigma-
Aldrich)]. O Dimetilsulféxido (DMSO) foi usado como diluente para as moléculas. Os fungos
foram incubados na auséncia e presenca de DMSO 1% (v/v) para confirmar que a exposic¢ao a

esse solvente ndo influencia no crescimento dos isolados testados.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Sele¢éo do gene alvo TRR1

Estudos recentes de alvos potenciais para drogas baseado em genomas de fungos mostraram
genes essenciais ausentes no genoma humano (Hu, W. et al., 2007; Liu et al., 2006; Roemer
et al., 2003). Uma selecdo de genes foi realizada previamente pelo nosso grupo, utilizando
ferramentas de bioinformatica e dados disponiveis na literatura. Levando em consideragédo
alguns critérios de selecdo na abordagem de gendmica comparativa, o gene TRR1 foi definido
como potencial alvo para o desenvolvimento de novas drogas antifungicas (Abadio et al.,
2011). TRR1 é um gene essencial para a sobrevivéncia do C. neoformans (Missall, Tricia A e
Lodge, 2005b), esta presente na maioria dos fungos patogénicos humanos analisados, para a
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busca de drogas com amplo espectro de acdo, e esta ausente no genoma humano para que, em

principio, possa minimizar os efeitos colaterais da futura droga desenvolvida.

6.2. Expressao heterologa dos genes TRR1 e TRX1 em linhagens de E. coli e purificacdo
das proteinas recombinantes

Proteinas podem ser obtidas empregando-se a tecnologia de sintese proteica em sistemas
heter6logos, uma vez que esta técnica permite que somente a parte desejavel da proteina seja
sintetizada, além de fornecer grande quantidade de proteina funcional. E. coli foi o primeiro
organismo utilizado como célula hospedeira e é frequentemente a primeira escolha para a
producdo de proteinas recombinantes, que ndo dependem de modificagdes pos-traducionais
para exercerem sua atividade bioldgica. Além de ser o organismo padrdo em laboratérios de
biologia molecular no mundo inteiro para expressar proteinas, uma parcela significativa de
proteinas comercializadas para fins terapéuticos, aproximadamente 40%, é feita em sistemas
de expressdao em E. coli (Ni e Chen, 2009).

Os genes TRR1 e TRX1 foram sintetizados com cddons otimizados para E. coli no vetor
pET21a na forma de um inserto contendo nas extremidades sitios Ndel-Xhol. Entre o sitio de
clonagem Xhol e o cdédon de parada da transcricdo do gene (stop codon), existe uma
sequéncia de seis histidinas, que permite que as proteinas recombinantes contenham uma
cauda de polyHis na porcdo C- terminal. A escolha do sistema de expressao pET baseou-se
nas varias caracteristicas vantajosas apresentadas por ele, entre elas, destaca-se o veiculo
bacteriano de clonagem e expressdo. A linhagem DHS5a foi escolhida como cepa de
clonagem; apds a verificacdo do bom rendimento da extracdo do plasmideo (pET21a::inserto)
em pequena escala, seguiu-se com a reacdo de digestdo enzimatica com as enzimas para

liberacdo do fragmento e para linearizacdo do vetor.

6.2.1 Digestdo para confirmar os sitios de restricdo e o gene sintético clonado no vetor

A partir do plasmideo contendo o gene sintético foram realizados ensaios confirmatorios da
presenca dos sitios de restricdo e correta liberacdo do inserto. Foram extraidos os DNAs
plasmidiais de varios clones contendo o inserto e foi feita uma digestdo com as enzimas de
restricdo Ndel e Xhol. Analisando o mapa fisico do vetor pET21a, estes sitios de restricdo
devem estar, exclusivamente, no inicio e fim da sequéncia desenhada liberando o inserto de
maneira correta, sem que ocorra clivagem no meio da sequéncia. Em gel de agarose 1% foram

confirmados os testes de clivagem com liberagcdo dos insertos (Figura 15). Na Figura 15A
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foi possivel observar duas bandas, uma correspondente ao gene alvo TRR1 (1116bp) e outra
correspondente ao vetor plasmidial (5443bp). Na Figura 15B também foi possivel observar
duas bandas, uma correspondente ao gene TRX1 (315bp) e a outra ao vetor (5443bp). Essa

figura mostra que os plasmideos::insertos foram digeridos nos sitios Gnicos para Ndel e Xhol.
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Figura 15. Confirmacao dos sitios de restricdo e a presenca do sistema de ligagdo (vetor
pET21a::inserto). Gel de agarose 1% em Tampé&o TAE 1X mostrando as digestdes com as enzimas
e 0 DNA gendmico de C. neoformans inserido no vetor. (A) Sistema de ligagdo pET21a::TRR1: 1.
Plasmideo clivado com a enzima Ndel. 2. DNA plasmidial intacto. 3. Plasmideo clivado com enzima
Xhol. 4. Digestdo dupla com Ndel e Xhol. M, marcador de massa molecular 1Kb Plus DNA Ladder
(invitrogen). A seta indica a banda correspondente ao inserto TRR1 com 1116 bp. (B) Sistema de
ligacdo pET21a::TRX1: 1. Digestdo dupla com Ndel e Xhol 2. DNA plasmidial intacto. 3. Plasmideo
clivado com a enzima Xhol. 4. Plasmideo clivado com a enzima Ndel. M,. Marcador de massa
molecular de 1Kb. A seta indica a banda correspondente ao inserto TRX1 com 315 bp.

6.2.2 Obtencao de células competentes, transformacdo em E. coli e expressado heteréloga

E. coli ja tem seu genoma conhecido e seu cultivo ¢é facilmente mantido e economicamente
viavel para a produgdo em larga escala de proteinas recombinantes. Atualmente, estdo
disponiveis diversos sistemas de expressdo, bem como linhagens geneticamente modificadas
desta bactéria, para atender as mais diversas condi¢des de expressdo recombinante (Baneyx,

1999; Jana e Deb, 2005). Os varios sistemas de expressdo génica utilizados nessa bactéria
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apresentam muitas caracteristicas atrativas, como controle da expressdo génica e estratégias

que facilitam a purificacdo de proteinas (Terpe, Kay, 2006).

Através do tratamento quimico com cloreto de calcio foram obtidas bactérias competentes
das cepas de E. coli: DH5a, BL21(DE3) e BL21(DE3)pLysE. Os estoques de bactérias e 0
protocolo de transformacdo foram testados e apresentaram boas condigdes de uso; sendo
desse modo, utilizados durante o periodo de realizagdo do trabalho. A transformacdo das
cepas com o plasmideo pET21a contendo o gene TRR1 ou TRX1 também deu-se de forma
satisfatoria, permitindo a purificacdo de novas copias do plasmideo (E. coli DH5a) e a

expressdo das proteinas recombinantes utilizando E. coli BL21(DE3) e BL21(DE3)pLysE.

Inicialmente foram realizadas testes de expressao, empregando diferentes meios de cultura
(LB, 4YT), temperaturas de 25 °C e 37 °C, variando o tempo de inducdo (2h, 4h, 6h, 16h), a
adicdo ou ndo de glicose e a concentragcdo de IPTG (0.5 mM, 1 mM, 2 mM) para as duas

proteinas recombinantes (Tabela 4).

Tabela 4. Condigdes de expressao realizadas para obtencdo das proteinas recombinantes
Trrle Trx1.

Estratégia Condicéo experimental
Cepas BL21(DE3) e BL21(DE3)pLysE.
Meios de cultura LBedYT
Temperatura de expressao 16,25e 37 °C
Concentracéo de IPTG 0,5mM, 1 mM, 2 mM
Tempo de inducao Oh,2h,4h,6hel6h

Fonte: elaborada pela autora

A melhor condigdo para a expressdo das proteinas recombinantes Trrl e Trx1 pode ser
visualizada na Figura 16. O tempo de 6 h de induc¢éo (37 °C) e uma concentracdo de 1 mM de
IPTG foram escolhidos e padronizados para a expressdao e purificacdo das proteinas
recombinantes. As células transformadas de E. coli foram cultivadas em meio LB contendo o

respetivo antibidtico até o final da fase exponencial.
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Figura 16. Anélise da expressdo das proteinas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12%
ao longo do tempo de inducéo. As culturas foram crescidas a 37 °C em meio LB. A partir da
adicdo de 1 mM IPTG, foram coletadas aliquotas da cultura sob inducdo até o tempo de 16 h
(overnight - O.N). (A) A seta indica a banda correspondente a proteina Trrl com adi¢do de glicose
0.5%. (B) A seta indica a banda correspondente a proteina Trx1 sem adi¢&o de glicose. (M) Marcador
de massa proteica SDS-Page Broad Range.

Na figura anterior é observado que ap6s a quarta hora de inducéo a taxa de producdo das
proteinas se aproxima de uma fase estacionaria. Pode-se concluir que tempos de expressao
mais longos ndo seriam vantajosos ja que a concentracdo da proteina se manteria constante,
reduzindo a produtividade do processo. No tempo 0 h (antes da inducdo da expressdo) ndo ha
visualizacdo das bandas correspondentes as proteinas Trrl ou Trx1, pois ndo ocorreram
“vazamentos” na expressdo, jA que o sistema do promotor do bacteriéfago T7 RNA
polimerase utilizado é fortemente regulado e permite a expressdo das proteinas recombinantes
apenas quando adicionado o indutor. Os niveis de expressao foram semelhantes nos diferentes
clones e as proteinas foram produzidas em forma soltvel, sem a formacdo de corpos de
inclusdo. De acordo com Baneyx, (1999) um dos problemas da superproducéo de proteinas
heter6logas dentro do citoplasma desta bactéria é a formacdo de proteinas insollveis em
forma de agregados (corpos de incluséo) ocasionados pela perda da conformacéo da proteina
(Baneyx, 1999), no entanto esses problemas ndo se apresentaram neste trabalho. Apesar do
tempo de 16 h apresentar bandas correspondentes a Trrl e Trx1 visualmente maiores, iSso ndo
reflete em sua solubilidade, que fica diminuida quando um excesso de proteina é produzida.

Essa é a razdo pela escolha do melhor tempo de inducéo de apenas 6 h.
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Muitas publicagdes descrevem com sucesso a utilizacdo desses sistemas de expresséo,
inclusive, trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa (Abadio et al., comunicacdo
pessoal) também apresentaram bons resultados utilizando o vetor pET21a. Diante dos bons
resultados alcancados, esse sistema de expressdo apresentou-se como uma alternativa
promissora para a obtencdo da tioredoxina redutase recombinante do microrganismo C.

neoformans.

A Figura 17 indica que a melhor condi¢do para producdo do maior nivel de proteina
recombinante solGvel Trrl, foi conseguida na linhagem E. coli BL21(DE3). Os ensaios de
expressdo em grande escala foram realizados a 37 °C, com a adi¢do de IPTG 1mM e glicose
0,5%. As amostras da cultura de 2 clones, selecionados aleatoriamente, foram coletadas nos
tempos de inducdo de O h e 6 h e analisados por SDS-PAGE. Na Figura 17A é possivel
identificar na fracdo solivel uma banda de aproximadamente 39 kDa correspondente a
proteina recombinante Trrl. Os resultados indicam que a proteina recombinante ndo apresenta
regides hidrofébicas expostas em sua superficie. Desta forma, a auséncia de regides

hidrofobicas na enzima Trrl poderia inicialmente explicar a solubilidade apresentada.

Antes de iniciar a etapa de purificacdo, foi confirmado que a proteina produzida em maior
quantidade no perfil de expressdo da bactéria ap6s a inducdo com IPTG corresponde
realmente a Trrl (Figura 17B). Uma aliquota do precipitado bacteriano obtido apés inducéo
da expressdo foi submetido a analise por western blot utilizando anticorpo anti-His e como
resultado deste teste observou-se uma banda na altura de aproximadamente 39 kDa,

correspondente a Trrl.
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Figura 17. Analise da expressdo da proteina Trrl em clones de E. coli BL21(DE?3)
transformados. (A) As culturas foram crescidas a 37 °C até atingirem uma densidade 6tica de 0,6 a
600 nm. A proteina recombinante foi fracionada por eletroforese no gel de poliacrilamida SDS-PAGE
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12% e corada com Coomassie Blue, ap6s 6 h de inducdo com IPTG (1 mM) e glicose 0.5%. (M)
Marcador de massa proteica Pierce Prestained (Thermo Scientific). A banda correspondente a
proteina Trrl estd indicada pela seta. (B) Western-blot para confirmagdo da expressdo da proteina. A
proteina foi transferida & membrana de nitrocelulose e reconhecida por anticorpo monoclonal anti-
polyHis. (M) Marcador de massa molecular pré-corado Precision Plus Protein Standards Dual Color
(BIO-RAD).

Segundo Hannig e Makrides, os promotores utilizados na construcdo dos vetores de expressao
devem possuir niveis minimos de transcri¢do basal, pois a proteina produzida pode ser toxica
para a bactéria, diminuindo a eficiéncia na producdo (Hannig e Makrides, 1998). Para inibir a
transcricdo basal, um guia da Amersham Pharmacia Biotech (Capitulo: 2 “The Recombinant
Protein Handbook: Protein Amplification and Simple Purification’), sugere a utilizacdo de
um meio LB com adicdo de 2% de glicose para vetores que utilizam promotor lac, como € o
caso. Niveis basais de expressao podem ser minimizados por repressdo catabolica, como, por
exemplo, a adi¢do de glicose, que ndo afeta a expressdo apés a inducdo. Quando comparado
com a expressdo que utilizou apenas meio LB e IPTG, foi possivel observar um aumento na
expressao no meio LB com 2% de glicose. A incorporacdo de 1% de glucose no meio de
cultivo reduz os niveis de CAMP e aumenta a repressdo do promotor significativamente

(cAMP é produzido como resposta a baixos niveis de glicose) (Khlebnikov e Keasling, 2002).

Na literatura existem muitos experimentos relacionados com a expressdao de Trr de
diferentes organismos e 0 uso de vetores de expressdo também ¢é variado. Isso indica que esta
proteina pode ser avaliada usando diferentes estratégias com o objetivo de identificar as
melhores condig¢Oes para reproduzir-la eficientemente. Alguns desses estudos sdo citados a
seguir: 0s genes TRR de espécies do género Plasmodium, P. falciparum, P. vivax, P. berghei e
P. yoelii e TRX de P. falciparum e Rattus norvegicus foram otimizados e sintetizados com
cédons preferenciais para expressao em E. coli. Os vetores foram transformados em E. coli
BL21(DE3), e as células foram cultivadas a 37 °C em meio LB (TRR de P. vivax e TRX de P.
falciparum) ou em meio Turbo Broth, suplementado com glicose 1% (v/v) (TRR de P.
falciparum e P. berghei) e induzidas com IPTG 0,5 mM (Theobald et al., 2012). Thon e cols.
(2007) descreveram a caracterizagdo do sistema tioredoxina do fungo filamentoso Aspergillus
nidulans. A tioredoxina A (AnTrxA) e a tioredoxina redutase (AnTrr) possuem massa
molecular de 11,6 kDa e 72,2 kDa, respectivamente. Ambas foram expressas com cauda
PolyHis em E. coli BL21(DE3) e purificadas (Thon et al., 2007).

Neste trabalho, a proteina recombinante Trx1 foi também expressa na linhagem de E. coli

BL21(DE3)pLysE. Os resultados de expressdo em grande escala indicam que o maior
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rendimento é obtido quando a expressdo € induzida com IPTG 1 mM por 6 h a 37 °C e sem
adicdo de glicose, em contraste com Trrl recombinante. A Figura 18 corresponde & expressao
heter6loga eficiente de Trx1 na fracdo soltvel, com uma banda de aproximadamente 12 kDa.
Para confirmar se a banda na altura de aproximadamente 12 kDa correspondia a Trx1,
também foi realizado um ensaio de western blot. O resultado deste procedimento assegurou

que a banda na altura de 12 kDa corresponde a Trx1.
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Figura 18. Analise da expressdo da proteina Trx1 em clones de E. coli BL21(DE3)pLysE
transformados. (A) As culturas foram crescidas a 37 °C até atingirem uma densidade 6tica de
0,6 a 600 nm. A proteina recombinante foi fracionada por eletroforese no gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 12% e corada com Coomassie Blue, apds 6 h de inducdo com
IPTG (1 mM) (M) Marcador de massa proteica SD-Page Broad Range. (Clone 1 controle
positivo Trrl, clone 2 é a banda que correspondente a proteina Trx1 indicada por uma seta (B)
Western-blot para confirmacdo da expressdo da proteina Trx1. A proteina foi transferida a
membrana de nitrocelulose e reconhecida por anticorpo monoclonal anti-polyHis (M)
Marcador de massa molecular pré-corado Precision Plus Protein Standards Dual Color (BIO-

RAD).

Wang e cols. (2013) clonaram e expressaram 0 gene TRX da bactéria Pseudoalteromonas
sp. AN178 (PsTrx), isolada do gelo marinho antartico, em E. coli. Este gene foi clonado no
plasmidio pET28a e introduzido em E. coli BL21, codificando uma proteina de fusdo
contendo Trx precedida por His-tag. A expresséo de Trx foi induzida pela adi¢do de IPTG 0,2
g/mL por 5 h a 37 °C. O gel SDS-PAGE mostrou uma banda de aproximadamente 17 kDa
(Wang et al., 2013). Boumis e cols. (2011) expressaram o gene Trx de Schistosoma mansoni
(SmTrx), um parasita intravascular. O gene foi clonado no vetor de expressdao pGEX-4T-1

através de sitios de restricdo EcoRI e Xhol. A proteina fusionada com GST-tag foi produzida
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em ceélulas bacterianas BL21(DE3) pela indu¢do com IPTG 0,3 mM, a 20 °C por ~16 h. A
proteina soltvel foi confirmada por SDS-PAGE, destacando uma banda de ~40 kDa (Boumis
etal., 2011).

O sistema pET21 é uma ferramenta de expressdo de proteina, controlando fortemente a
expressdo da proteina com o promotor T7/T7lac, com os hospedeiros pLysS ou pLysE, e com
a adicdo de glicose, baseado nas caracteristicas da proteina-alvo. Portanto, é possivel
aumentar a regulacdo deste sistema para diminuir os niveis de expressdao basal da proteina.
Por isso, € importante compreender as ferramentas para determinar empiricamente qual é a
combinacdo mais adequada para cada proteina de interesse (Novagen, 2006). A estabilidade
adicional da expressao de genes com a cepa hospedeira pLysE é devida a lisozima T7 que se
liga a T7 RNA polimerase e inibe a transcricdo do gene (Figura 19). Quando o IPTG é
adicionado, a quantidade de T7 lisozima é inferior a da T7 RNA polimerase produzida.
Consequentemente, esta polimerase se liga ao promotor T7 presente no vetor pET ativando a
expressdo do gene heterdlogo.

Indugio de IPTG

R INA polimerase Y INATIVA RINA polimerase
de E.coli deTT
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Figura 19. Representacdo esquematica da regulacdo da expressdo proteica no sistema
pPET com a cepa E. coli BL21(DE3)pLysE. (Fonte: www.novagen.com).

No presente estudo a inducdo da expressdo da Trx1 com IPTG em bactérias E. coli
BL21(DE3)pLysE gerou uma quantidade significativa de proteina recombinante. Embora a
proteina tinha alto nivel de expressdo proteica, ela ndo tendeu a formar corpos de inclusédo,

ficando na fracdo soltvel. Os corpos de inclusdo formam-se através de um evento passivo que
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ocorre por interacdo hidrofobica nas cadeias desdobradas, ou por mecanismos de agregacao
especifica é desconhecido (Villaverde e Carrid, 2003). A agregacdo em sistemas de
recombinacdo é minimizada através do controle de pardmetros tais como: a temperatura, taxa
de expressdo, metabolismo do hospedeiro, exclusdo de genes de protease, ou engenharia para
a superexpressao de cédons raros na proteina de interesse, foldases ou chaperonas codificadas
no plasmideo (Jonasson et al., 2002).

Em condig¢des normais, as regides conhecidas como “hot spots” de agregacdo, regides da
sequéncia da proteina que viabilizam a formacéo de corpos de inclusdo, estdo blogueadas na
forma globular da proteina. Hipoteticamente neste trabalho, nossas proteinas recombinantes
tinham essas regides bloqueadas, pois suas cadeias laterais encontravam-se escondidas em seu
nucleo hidrofébico ou ja estavam envolvidas em interacfes na mesma cadeia ou com outra
subunidade. Desta forma, foi promovida a estabilizacdo conformacional da proteina (Ventura,
2005). Alguns autores demostraram também que as interacdes intermoleculares que
promovem a formacéo de corpos de inclusdo envolvem interacGes tipo folha beta pregueada,

embora a exata natureza desta interacdo seja ainda desconhecida (Ventura, 2005).

6.2.3 Purificacéo das proteinas recombinantes

A técnica de IMAC (Immobilized metal-ion affinity chromatography) baseia-se na afinidade
diferencial que ions metalicos imobilizados em uma matriz sélida apresentam por certos
grupamentos expostos na superficie de uma molécula em solucdo. Esta afinidade resulta de
ligacGes de coordenacdo reversiveis formadas entre um ion metalico quelado (o centro de
adsorcao) e certos residuos de aminoacidos, tais como a histidina do imidazol, tiol da cisteina
e indol do triptofano, os quais doam elétrons para o ion metéalico. Métodos de separacao
especificos podem ser desenvolvidos para cada proteina alvo, com a escolha adequada do ion
metalico do agente quelante e das condi¢Ges cromatogréaficas tais como pH, forca idnica, tipo

de tampado e velocidade superficial (Chaga, 2001).

O uso de sequéncias curtas de histidina ou his-tags, tipicamente colocados como
marcadores (“tags”) de afinidade, na extremidade N-terminal ou C-terminal, permitem a
purificacdo da proteina desejada a partir do extrato bruto das células hospedeiras em um unico
passo. Diferentes suportes e estratégias cromatograficas estdo disponiveis para IMAC
(Abdullah e Chase, 2005). O IMAC mais difundido usa o &cido nitrilotriacetico (NTA) como
um ligante para imobilizar metais como niquel em cromatografia de afinidade (Ni-NTA), ou
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matrizes diferentes de Sepharose quelante. Este método de purificacdo possui algumas
vantagens, como a ligacdo especifica e reversivel da proteina alvo na coluna, além de alta
seletividade e rendimento. Além disso, uma vantagem na adicdo da cauda é a facil

identificacdo da proteina por anticorpos anti-His em técnicas de imunoensaio.

Apos incubacdo da coluna, sob agitacdo, foi coletado o flow-through (FT); duas lavagens
com tampao de lavagem e cinco elui¢des da proteina ligada a coluna foram feitas, para avaliar
em qual fracdo haveria uma maior concentracdo da proteina de interesse. As Figuras 20 e 21
mostram o gel SDS-PAGE da purificagdo otimizada das proteinas por cromatografia de
afinidade, o sobrenadante e as eluicbes com imidazol. O protocolo de purificagcdo foi
otimizado com relacéo a eluicdo, ficando determinada a concentracdo de 250 mM de imidazol
para completa eliminacdo das proteinas recombinantes da matriz. As proteinas foram
produzidas na forma soltvel e o rendimento foi em média de 16 mg de Trrl e 23 mg de Trx1
por litro de cultura bacteriana (calculado apds realizacdo de uma curva de indugdo em funcédo
do tempo, utilizando o valor de absorbancia em 280 nm para 1mL de proteina eluida).
Anteriormente, foi descrito para Trrl recombinante de P. lutzii (Pb01) um alto grau de pureza
e um bom rendimento (25 mg/litro de cultura) na purificacdo desta proteina induzida com

IPTG 0,5 mM por 6 h (Abadio et al., comunicacgéo pessoal).
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Figura 20. Andlise da proteina Trrl recombinante purificada por cromatografia de
afinidade, em coluna sepharose acoplada ao niquel da GE Healthcare. (A) Gel de
Poliacrilamida SDS-PAGE 12%. (S) Fracédo soltvel do lisado de E. coli (BL21DE3, PET21a:TRR1)
induzida com IPTG (1 mM) e glicose (0,5 mM) por 6 h; (W1, W3) etapas de lavagem de 4 mL
(imidazol 40 mM); (E1-E5) etapas de eluigéo (imidazol 250 mM) com fracbes de 1mL; (M) Marcador
de massa molecular Unstained Protein. Presenca de Trrl nas etapas de eluicdo com uma banda de
aproximadamente 39 kDa. (B) Western-blot para confirmacéo da purificagdo da proteina Trrl. (M)
Marcador de massa molecular pré-corado Precision Plus Protein Standards Dual Color (BIO-RAD).
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Figura 21. Andlise da proteina Trx1 recombinante purificada por cromatografia de
afinidade, em coluna sepharose acoplada ao niquel da GE Healthcare. (A) Gel de
Poliacrilamida SDS-PAGE 12%. (S) Fracdo solGvel do lisado de E. coli (BL21DE3 pLysE,
PET21a:trx1) induzida com IPTG (1 mM) sem glicose por 6 h; (FT) Flow-through; (W1, W3) etapas
de lavagem de 4 mL (imidazol 40 mM); (E1-E4) etapas de elui¢do (imidazol 250 mM) com fracOes de
1 mL; (M) Marcador de massa proteica Pierce Prestained (Thermo Scientific). Presenca de Trx1 nas
etapas de eluicdo com uma banda de aproximadamente 12 kDa conforme esperado. (B) Western-blot
para confirmacdo da purificagdo da proteina Trx1. (M) Marcador de massa molecular pré-corado
Precision Plus Protein Standards Dual Color (BIO-RAD).

A histidina possui afinidade por ions metalicos e a presenca de seis histidinas na regido C-
terminal das proteinas recombinantes possibilitou sua purificacdo baseado na afinidade por
ions metalicos imobilizados na resina ou coluna. A massa molecular correspondente aos 6
residuos de histidina é de aproximadamente 0.84 kDa (Terpe, K, 2003), provavelmente nao

interferindo assim com a conformacdo e a atividade biol6gica da proteina alvo.

Para eluir a proteina da matriz, existem duas metodologias, na primeira, pode ser
empregado um gradiente de pH, uma vez que a histidina (6xHis-tag) possui um pKa de
aproximadamente 6,0 e torna-se protonada quando o pH é reduzido (4,5-5,3), como resultado
ocorre sua liberacdo do ion metéalico. A segunda metodologia, como foi o caso, se a
concentracdo de imidazol é aumentada para 100-250 mM, as proteinas 6xHis-tag também séo
dissociadas porque elas ndo podem mais competir por locais de ligacdo na Resina Ni-NTA
(QlAexpressionist, 2002).

Diversas estratéegias foram wusadas para tentar aumentar a pureza das proteinas
recombinantes purificadas. Primeiramente, foi determinada a relacdo entre a quantidade de
resina e de proteina recombinante. Um excesso de resina em relagdo a proteina recombinante
resulta em sitios livres para uma interagdo inespecifica com outras proteinas. A melhor

relacdo observada foi de 1 mL de resina Ni sepharose para cada 250 mL de cultura
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ressuspendido em 30 mL de tampdo de ligacdo. O pH da amostra também pode ser um ponto
chave na remocdo de contaminantes, uma vez que pHs alcalinos (acima de 8,0) facilitam a
interacdo de proteinas com o metal. Em pHs mais baixos, apenas proteinas que interagem

fortemente com o metal permanecem ligadas (Sambrook, J. e Russell, 2001).

No presente trabalho, a purificagdo ndo foi realizada sob condigfes desnaturantes, ou seja,
ndo foi preciso usar tampdo com uréia para solubilizar as proteinas. A solubilizacdo da
proteina expde totalmente a cauda de histidina, favorecendo sua ligacdo com o ion metalico e

consequentemente aumenta a eficiéncia da purificacdo (Novagen, 2006).

Na literatura, a metodologia utilizada para expressdo e purificacdo de proteinas
recombinantes € muito varidvel. Zhang e cols. (2009) expressaram e purificaram a proteina
Trrl de S. cerevisiae. O plasmideo contendo o inserto foi transformado em E. coli
BL21(DE3). As células transformadas foram cultivadas a 37 °C em meio LB durante 20 h a
18 °C com IPTG 0.2 mM. A proteina foi purificada utilizando uma coluna de afinidade de Ni-
NTA (Qiagen), porque no vetor de expressdo pET28b foi adicionado um His-tag N-terminal
para a purificacdo por afinidade (Zhang et al., 2009). De igual forma, Oliveira e cols. (2010)
expressaram e purificaram a Trrl de S. cerevisiae (ScTrrl). O sobrenadante resultante foi
aplicado numa coluna de afinidade ao niquel (Hi-Trap da GE Healthcare). A proteina ligada
foi eluida com um gradiente linear de 0-0,5 M de imidazol (Oliveira et al., 2010).

A purificacdo da proteina recombinante “geralmente” é feita mediante apenas um passo de
cromatografia, utilizando os tags fusionados as proteinas. Wang e cols. (2013) clonaram e
expressaram o0 gene Trx da bactéria Pseudoalteromonas sp. AN178. A proteina recombinante
PsTrx com a adicdo de His, foi purificada utilizando cromatografia de afinidade Ni-NTA em
resina. As proteinas foram eluidas numa forma gradual, com 5 volumes de resina de 40 e 100
mM de tampéo de eluicdo com imidazol numa taxa de fluxo de 0,5-1,0 ml/min (Wang et al.,
2013).

As fracBes das eluicBes contendo as proteinas recombinantes purificadas por afinidade
foram dialisadas para retirada do imidazol. A dialise foi feita em trés etapas diminuindo
gradualmente o imidazol, pois a eliminagdo em uma Unica etapa leva a precipitacdo da
proteina. Em seguida, as proteinas foram concentradas por ultra filtracdo (Amicon - Millipore
4 °C), suas concentracfes foram determinadas e a pureza das amostras verificadas por SDS-
PAGE. As proteinas purificadas encontram-se, no momento, em fase de experimentos de

cristalizacéo para resolugédo da sua estrutura 3D.
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6.3 Ensaio de atividade enzimatica de Trrl recombinante

Ensaios de atividade preliminares foram necessarios para determinar o melhor intervalo de
concentracdo e tempo de cinética a serem utilizados para cada concentracdo de substrato
durante a reacdo de catalise. Os estudos cinéticos da enzima Trrl recombinante de C.
neoformans foram realizados com o substrato Trx1 recombinante do mesmo organismo. Os
ensaios enzimaticos para determinagdo dos parametros cinéticos basearam-se na reducao de
DTNB gerando TNB (Abadio et al., 2011; Oliveira et al., 2010). Os parametros cinéticos
Vmax € Km foram determinados variando a concentracdo de Trx1 de 0.25 uM a 15 uM (Figura
22), tragando o grafico duplo-reciproco de Lineweaver-Burk. A curva de atividade da enzima
foi monitorada pela formagdo de TNB, para diferentes concentragdes do substrato. Os valores
de Vmax € Km foram 0,004109 uM/s e 1,479 puM, respectivamente. A velocidade de reacdo
aumentou gradualmente a medida que a concentracdo de substrato aumentava, mostrando
assim a capacidade de Trrl em reduzir Trx1. Esses ensaios possibilitaram avaliar a atividade

enzimatica desta proteina alvo.
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Figura 22. Determinac@o de Km e Vmax de Trrl utilizando o substrato Trx1. (A) Medida
de reducdo de tioredoxina a 412nm a temperatura ambiente. Reacéo iniciada com a adicéo de
Trrl 0,1 pM. As cores representam a concentracdo do substrato que varia de 0.25 uM a 15
UM. (B) Curva de Michaelis-Menten para determinar Km € Vmax para o substrato Trx1. A
curva foi ajustada usando regressdo ndo-linear. (C) Duplo-reciproco Lineweaver-Burk. O Kn,
¢ a concentracdo do substrato pM, na qual a velocidade inicial da reacdo é metade da
velocidade maxima. Kn=1,479 uM £ 0,1201, Vma= 0,004109 * 8,222e-005 uM/s.

DTNB é um substrato dissulfeto artificial da Trx, sendo frequentemente utilizado no ensaio
de atividade enzimatica da tioredoxina redutase. O DTNB é convertido em duas moléculas de
TNB pela Trx reduzida (Holmgren, Arne, 1985). Ruocco e cols. (2004) com o método de
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reducdo de DTNB e a formacdo do produto (TNB) avaliado por espectrofotometria
(absorbancia a 412 nm) determinaram a atividade da tioredoxina redutase de Sulfolobus
solfataricus (SSTrxR). A reacdo continha DTNB 5 mM, NADPH 0,25 mM, FAD 0,05 mM e
EDTA 10 mM em 1 mL de volume final de solucdo. O método de reducdo de tioredoxina
redutase reporto a mais alta atividade que foi observada usando ao NADPH e o FAD como
cofatores (Km: 1,7uM). O mesmo comportamento foi observado no caso de reducéo de DTNB,
embora a atividade especifica foi reduzida (km: 44,1uM) quando a tioredoxina de E. coli
(Ectrx) foi usada como substrato. (Ruocco et al.,, 2004). Durante o procedimento de
purificacdo de SsTrxR provavelmente ocorreu a perda de FAD, por isso foi necessario
adicionar esse cofator na reacdo (Ruocco et al., 2004). Similarmente, em nosso experimento

de atividade enzimatica de Trrl de C. neoformans foi adicionado FAD 2 mM.

Abadio e colaboradores realizaram estudos cinéticos da enzima tioredoxina redutase
recombinante de P. Lutzzi (Pb01) com o substrato tioredoxina de S. cerevisiae (Trx3), e foi
possivel pelo fato da proteina Trrl (Pb0O1l) possuir 65% de identidade com a proteina
tioredoxina redutase de S. cerevisiae. Apesar de nao ter sido feito com o substrato enzimatico
obtido do mesmo organismo e, embora o valor de Km (4,12uM) ser maior demostrando uma
menor afinidade, o ensaio possibilitou avaliar a atividade enzimatica de Trrl. Apesar da
interacdo entre a tioredoxina redutase e a tioredoxina ser espécie-especifica, a conservagéo de
loop 2 entre as tioredoxinas desses fungos pode explicar os resultados obtidos com Trrl de
P.lutzii (Abadio et al., 2011)

Gustafsson e cols. (2012) expressaram e determinaram a atividade enzimaética do sistema
tioredoxina de Bacillus anthracis, agente causador do antraz. A tioredoxina redutase (TR1)
foi mantida constante a 15 nM, enquanto que as concentra¢des de redoxina variaram na faixa
de 2-100 uM para Trx1 (BA4758), 5-150 uM para Trx2 (BA4945) e 5-200 uM para NrdH
(BA4201), uma redoxina importante na via tioredoxina redutase e NADPH, sendo restrita a
bactérias (Gon et al., 2006) . O valor de Km de TR1 com Trx1 foi de 8,4 uM. A eficiéncia
catalitica TR1 como um redutor de Trx2 foi de aproximadamente um terco daquela usando
Trx1, devido a um aumento no Ky (em 2,3 vezes). Usando BaNrdH como substrato, a
eficiéncia catalitica foi de apenas 5%, comparado a BaTrx1, devido ao grande aumento no Kn,
(10 vezes). Os parametros cataliticos, as atividades enzimaticas e 0s niveis relativos de
proteina em extratos celulares demonstraram que o sistema dissulfeto redutase geral em B.
anthracis é composto de Tioredoxina redutase (TR1) e Trx1, e que Trx1 representa o doador

de elétrons fisiologicamente relevante (Gustafsson et al., 2012). A Tabela 5 mostra uma
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comparagdo do pardmetro cinético (Km) para a reducdo de diferentes redoxinas como

substrato para a tioredoxina redutase nos estudos anteriormente citados.

Tabela 5. Parametro cinético (Km) de diferentes redoxinas como substrato para a
tioredoxina redutase.

HOICIES Km uM Autores
CnTrx1-Trrl 1,479 +0,1201 Bravo et al., comunicagédo pessoal
BaTrx1-TR1 8,41+0,32
BaTrx2-TR1 19,2 +1,39 Gustafsson et al., 2012
BaNrdH-TR1 85,5 + 5,98
ScTrx3-Trrl 4,12 Abadio et al., comunicacao pessoal

NADPH-SsTrxR 1,7 Ruocco et al., 2004
EcTrx-SsTrxR 441

O parémetro cinético foi determinado pela curva de Michaelis-Menten na Figura 21 usando a regressdo ndo
linear. Cn: C. neoformans, Ba: Bacillus anthracis, Sc: Saccharomyces cerevisiae, Ss: Sulfolobus solfataricus e
Ec: Escherichia coli. Fonte: elaborada pela autora.

6.4 Obtencdo de cristais da proteina recombinante Trx1

A necessidade de conhecer a estrutura tridimensional de Trrl e Trx1 por cristalografia
vem da informacédo de que o arranjo tridimensional dos &tomos na molécula pode ser um fator
determinante na descoberta de novos farmacos mais especificos, mesmo na presenga de um
modelo obtido por homologia de sequéncia. Para a realiza¢do do experimento de cristalizacéo
inicialmente foram concentradas as proteinas recombinantes Trrl e Trx1 a uma concentracao
inicial de 10 mg/mL e 8,65 mg/mL respectivamente. Foram usados os Kits Crystal Screen 1 e
2 da Hampton Research para buscar as condigdes de cristalizagdo. No kit Crystal Screen 1, foi
identificado o crescimento dos cristais para a proteina recombinante Trx1 de C. neoformans,
quando o experimento aconteceu na condigdo n°32 que tinha 300 pL sulfato de aménio 2 M
no pogo e 2 pL da proteina Trx1 a uma concentragdo de 8,65 mg/mL que se encontrava
diluida em Tris-HCI 10 mM pH 8,5 e NaCl 0,03 M (Figura 23). A proteina foi confirmada

com o corante lzit da Hampton Research. A partir do refinamento das condi¢fes sera possivel
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encontrar uma solucdo ideal para a difracdo dos cristais de cada proteina. Atualmente a parte
experimental de cristalizacdo do alvo Trrl, estd sendo testada no laboratorio de Biofisica da

UnB e espera-se dar continuidade aos experimentos durante o curso de doutorado.

Figura 23. Condicles de crescimento dos cristais da proteina recombinante Trx1 do
fungo patogénico C. neoformans (Sulfato de amonio 2M).

Embora as Trrs tenham sido isoladas a partir de organismos pertencentes a todos os trés
dominios da vida, archaea, eubactérias e os eucariotas, as diferencas entre as Trr isoladas a
partir de diferentes fontes tém emergido (Williams, Charles H et al., 2000). As Trrs isoladas
de eubactérias e dos eucariotas inferiores tém sido extensivamente caracterizadas, no entanto,
ndo existe informacdo disponivel sobre a Trr isolada e seu substrato Trx em fungos
patogénicos humanos. Oliveira e cols. apresentaram uma analise preliminar de difracdo de
raios X de ScTrrl no estado oxidado de S. cerevisiae, que representou a primeira estrutura

descrita em leveduras (de Oliveira et al., 2005).

Atualmente, no banco de dados de proteinas, existem apenas 2 proteinas de C. neoformans
com estrutura cristalografica resolvida: 1- A proteina inosina monofosfato desidrogenase
(IMPDH), cuja delecéo resulta em um crescimento lento do fungo e defeitos de viruléncia
(Morrow et al., 2012). 2- A proteina farnesiltransferase (FTase) que catalisa a lipida¢do pos-
traducional de proteinas chaves na transducdo de sinal e é essencial nesse fungo; existem
outras 7 estruturas cristalogréaficas da proteina farnesiltransferase (FTase) em complexo com
peptideos, inibidor transferase ou outras moléculas (Hast et al., 2011). Estas proteinas podem

ser consideradas alvos para antifungicos promissores contra o fungo patogénico humano C.
63



neoformans. Estes estudos estruturais sdo um elemento essencial porque manifestam
“insights” sobre a resisténcia as drogas ¢ sugerem estratégias para o desenvolvimento de
inibidores fungo-especificos, revelando semelhancas e diferencas entre o patdgeno e o
hospedeiro que podem ser exploradas. Morrow e cols. (2012) e Hast e cols. (2011)
desenvolveram seus trabalhos anteriormente citados, onde as proteinas foram expressas em E.
coli nas cepas de expressao BI21 (DE3)pLysS, e BL21(DE3) induzidas com IPTG 1 mM por
5 e 3 h, respectivamente, e as proteinas recombinantes foram utilizadas nos ensaios de

cristalografia.

No ano de 2010, Oliveira e cols. demostraram que as interacGes de Trrl de S. cerevisiae
com o FAD sdo muito similares as encontradas em Trr de baixa massa molecular em outros
organismos como Mycobacterium tuberculosis (Akif et al., 2008), Arabidopsis thaliana (Dai
et al., 1996), Helicobacter pylori (Gustafsson et al., 2007), e E. coli (Waksman et al., 1994)
(Oliveira et al., 2010). Zhang e cols. (2009) relataram a estrutura cristalografica de ScTrrl
citoplasmatica de S. cerevisiae. A andlise estrutural revelou poucas variagdes (2 residuos) nos
sitios de ligacdo da Trx potenciais em comparacdo com Trr de E. coli que pode contribuir para
0 reconhecimento espécie-especifico da Trx. Além disso, as estruturas de ScTrrl e seus
substratos dardo mais esclarecimentos da transferéncia de elétrons entre as moléculas durante

0 estresse oxidativo (Zhang et al., 2009).

Estudos posteriores a este trabalho serdo realizados para dar continuidade as andlises das
estruturas Trrl e Trx1 de C. neoformans. Sera realizado o refinamento das condi¢des para a
formacdo de material cristalino ideal para a resolucdo da estrutura 3D de cada proteina. O
conhecimento do arranjo tridimensional dos atomos na molécula vai permitir conhecer com
precisdo a forma com que cada proteina exerce sua funcdo e fornecera informacGes sobre o0s

mecanismos enzimaticos da proteina e seu substrato.

6.5 Ensaios de atividade antifangica in vitro

Trés das quatro moléculas que interagem com a proteina Trrl de C. neoformans,
selecionadas por varredura virtual (Anexo), foram utilizadas em ensaios in vitro para avaliar
suas atividades antifungicas. Estas 4 moléculas inibidoras foram recentemente adquiridas e
trés foram testadas contra C. neoformans (H99). O protocolo utilizado foi o de microdiluicdo
em caldo para determinacdo da sensibilidade da levedura aos compostos inibidores. No
entanto, problemas de precipitagdo das moléculas que encontravam-se a uma concentracao de

25 mg/ml ocorreram nestes ensaios quando foram diluidas em meio RPMI 1640 pH 7.0 com
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0,165 M de MOPS a temperatura ambiente, e por essa razdo ndo foi possivel avaliar a
atividade antifingica em C. neoformans. Ensaios de inibicdo serdo realizados em
experimentos futuros por medio de modificacbes no protocolo (adicdo de pequenas
quantidades da droga para evitar a turbidez da solu¢do ou aquecer a mistura até dissolver)
para impedir a precipitacdo das drogas e verificar se estas moléculas apresentardo atividade

antifungica.

7. CONCLUSOES

e Os genes TRR1 e TRX, sintetizados com codons preferenciais para E. coli, foram
confirmados inseridos no vetor pET21a::inserto

¢ Foi feita a transformacdo das cepas de E. coli com o plasmideo pET21a contendo 0s
genes TRR1 ou TRX1 de C. neoformans (H99).

e Os genes TRR1 e TRX1 foram expressos utilizando E. coli BL21(DE3) e BL21
(DE3)pLysE, respectivamente.

¢ A melhor condicdo encontrada para a expressao dos genes foi a 37 °C, em meio LB e
com a indugdo de 1mM de IPTG por 6 horas.

o As proteinas recombinantes Trrl e Trx1 foram produzidas em forma soltvel.

e As proteinas recombinantes Trrl e Trx1 foram isoladas e purificadas com sucesso a
partir do uso de cromatografia por afinidade em coluna de Ni-Sepharose.

e A enzima recombinante Trrl apresentou atividade catalitica. Os valores das constantes
cataliticas, Km € Vmax, para o substrato Trx1 foram determinados, Km =1,479 uUM; Vmax
= 4,109 nM/s.

¢ As condicdes iniciais para obtencéo dos cristais da proteina Trx1 foram estabelecidas a
uma concentracao de 8,65 mg/mL com sulfato de aménio 2 M, aquelas condi¢des para
cristalizacdo da proteina Trrl ainda estdo em fase de procura.

e A estrutura da proteina-alvo Trrl de C. neoformans foi predita por modelagem
molecular por homologia em colaboragdo com o Prof. Bernard Maigret da Franca
(Anexo).

e A partir de varredura virtual de quimiotecas, 4 moléculas que interagem com Trrl foram

selecionadas (Anexo).
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8. PERSPECTIVAS
Considerando as discuss@es realizadas acima, esta dissertagdo ainda contém varios passos

que devem ser realizados:

o A expressdo e purificagdo de Trrl e Trx1 aqui descritas permitirdo a caracterizagao
estrutural da enzima e seu substrato. A resolucdo da estrutura tridimensional destas
proteinas serd um aporte importante para o desenvolvimento de drogas antifungicas.

e Obter quantidades suficientes de proteina purificada para futuros ensaios de
cristalizacéo das proteinas. Até o momento a parte experimental esta sendo realizada
no Laboratério de Biofisica da UnB e os resultados prévios que se encontram nesta
dissertagéo serdo intensificados para a confirmacgéo e determinacgdo da estrutura cristal
da proteina Trrl e seu substrato Trx1 de C. neoformans.

e Caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas das proteinas Trrl e Trx1 através das
técnicas de dicroismo circular (CD) e espalhamento dindmico de luz (DLS).

¢ Realizacdo dos ensaios de inibicdo da atividade enzimatica Trrl com as moléculas
selecionadas que apresentarem atividade antifangica contra C. neoformans.

e Testes da atividade antifingica in vitro para determinar o MIC das moléculas
selecionadas que interagem com C. neoformans.

e Testes in vivo para determinar a atividade antifingica das moléculas no modelo de

infecdo animal pelo patdégeno C. neoformans.
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10. ANEXO
Estudos de modelagem molecular e varredura virtual para determinar moléculas com

potencial inibitério do alvo molecular Trrl de C. neoformans.

Esses estudos foram realizados pelas Doutoras Erika Seki Kioshima e Ana Karina
Rodrigues Abadio em colaboracdo com o Prof. Dr. Bernard Maigret do grupo do LORIA na
Franca, na Universidade Henri Poincaré, Nancy I. Todos os dados mostrados ainda nao foram
publicados, mas 0s autores autorizam a divulgacdo dos resultados nesse anexo da dissertacao

de mestrado.

Estes resultados do anexo junto com o0s anteriormente citados nesta dissertacdo de
mestrado, encontram-se alinhados e sdo dependentes de o projeto de pesquisa maior: “P0s-
genoma de fungos patogénicos humanos visando o desenvolvimento de novas drogas
antifangicas, PRONEX/FAP-DF/CNPQ”, que busca o desenvolvimento de novas drogas
baseado na problematica mundial de resisténcia aos antifingicos comercialmente disponiveis
ou ainda na incapacidade destes atuarem em alguns fungos patogénicos, bem como no grave

problema de toxicidade/efeitos colaterais causados pelas drogas existentes.
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RESUMO

Trés moldes foram selecionados para modelagem por homologia da proteina tioredoxina
redutase (Trrl): um de S. cerevisiae na conformacéao oxidada e dois de E. coli na conformacéo
reduzida. Na segunda conformacédo reduzida, a estrutura 3D da tioredoxina redutase esta
complexada a tioredoxina, analogo de NADP+ é AADP+. Desta forma, trés modelos de

TRR1 foram construidos para Cryptococcus neoformans.

Os modelos foram submetidos a simulacGes de dindmica molecular (DM). As analises dos
valores de RMSd ao longo das simulacbes de DM mostram-se estaveis. As estruturas
secundarias foram preservadas ao longo da simulacéo, sendo que a conformacdo oxidada da
Trrl sempre mostrou-se mais estavel que a conformacédo reduzida e complexada da Trrl. As
analises de agrupamento das principais familias de conformac6es, para cada um dos modelos,
foram realizadas e os frames centrais de cada familia de conformacdo selecionadas para o
docking. Do banco de dados de compostos quimicos da Life Chemicals foram pré-
selecionadas 3.000 moléculas com propriedades drug-like e diversidade quimica. A este
numero foram adicionadas 1080 moléculas, que sdo analogas a 3 moléculas deste banco com
atividade antifungica previamente avaliadas (que interagem com residuos do sitio ativo de

Kre2 e Trrl de P. brasiliensis (Abadio et al., comunicagéo pessoal).

METODOLOGIA
Modelagem molecular das proteinas

O processo de obtencéo das estruturas tedricas das proteinas-alvo por modelagem molecular
e homologia estrutural envolveu quatro etapas: 1. Busca de proteinas ortlogas 2.
Alinhamento das sequencias 3. Constru¢do dos modelos 4. Otimizacdo e refinamento dos
modelos. O primeiro passo foi a identificacdo da estrutura tridimensional que possa atuar
como uma base para modelagem da sequéncia alvo. Para tal foi realizado o alinhamento das
sequéncias de residuos de aminoacidos das proteinas de interesse contra o banco de dados de
estruturas de proteinas Protein Data Bank (PDB) (http://www.rcsb.org/pdb) utilizando o
programa BLASTP (http://www.ncbi.nlm.nih/BLAST). Uma vez obtida uma lista de
estruturas molde, foi necessario selecionar aqueles com melhores resultados com base na
homologia e na maior porcentagem de identidade de sequéncia. Foi feito o alinhamento das
sequencias de residuos de aminoacidos da proteina de interesse contra o banco de dados de

estruturas de proteinas, obtendo uma lista de estruturas molde que tenham os melhores

79


http://www.ncbi.nlm.nih/BLAST

resultados com base na homologia e na maior porcentagem de identidade de sequéncia. Trrl a
partir de anélise de gendbmica comparativa mostrou em estudos realizados pelo nosso grupo,
uma identidade de sequéncia primaria acima de 40% com as sequéncias das estruturas 3D

encontradas no PDB.

As outras etapas de obtencdo das estruturas tedricas das proteinas alvo foram realizadas
usando um modelo de homologia. As sequencias alvo foram alinhadas manualmente com as
sequencias primarias das estruturas-molde, verificando o alinhamento dos residuos de cisteina
que participam de pontes dissulfeto. A construcdo do modelo foi feita a partir dos moldes,
onde as coordenadas atdmicas foram transferidas para o alvo Trrl. As regides do alinhamento
que ndo eram conservadas foram convertidas em loops. O programa sugeriu varios loops,
sendo escolhidos os mais abertos e com menor RMSD (Root Mean Square Deviation). A
finalizacdo da construcdo dos modelos foi feita com a adicdo dos atomos de hidrogénio. Para
a otimizacdo e refinamento dos modelos teoricos foi realizada a minimizacdo de energia, e a
visualizacdo dos modelos foi obtida pelo programa PyMOL versdo 0.99rc6 (Delano

Scientific, www.pymol.org).

Varredura virtual

A proposta seguiu a metodologia denominada VSM-G (virtual screening manager for
computational grids) (Beautrait et al., 2008) para realizar a varredura de possiveis moléculas
gue possam bloquear a acdo da proteina-alvo Trrl. Esta etapa foi realizada por membros do
grupo da UnB na Franca, tendo em vista que este projeto faz parte de uma proposta maior. A
metodologia foi definida em trés etapas principais: preparacdo da molécula alvo, preparacédo
dos ligantes e processo de selecdo dos compostos por ancoragem molecular (docking).

Preparacdo das proteinas alvo

Os modelos teoricos da proteina-alvo Trrl foram primeiramente submetidos a simulacdes
de dinamica molecular, a fim de obter modelos com arranjo mais precisos e com um melhor
relaxamento. Para isto, a proteina foi inicialmente solvatada em uma caixa de moléculas de
4gua de 80 X 80 X 80 A3 para simular o meio bioldgico de uma forma mais proximo da
realidade, utilizando o programa VMD (Visual Molecular Dynamics) (Humphrey et al.,
1996).
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As simulagdes de dindmica molecular foram realizadas em trés etapas: minimizacdo da
energia, equilibrio do sistema e dindmica molecular. Os sistemas foram inicialmente
minimizados energeticamente para localizar as conformac6es de menor energia. Durante o
equilibrio do sistema, a simulacdo foi conduzida até que as propriedades do sistema como
energia potencial e energia total mantenham-se controladas. O tempo de simulagdo de
equilibrio foi de 0,5 ns. Quando o sistema alcancou o equilibrio, as simulagdes de dindmica
molecular foram entdo realizadas por calculos de aceleracdo, velocidade e posicdes das
particulas para cada intervalo de tempo de simulacdo de 1fs (tempo de integracdo). Uma vez
que a forca total sobre cada particula foi calculada, as equacfes de movimento determinaram
as novas coordenadas de todas as particulas. O calculo das forcas e das equagbes de
movimento foi repetido até gerar uma trajetdria correspondente ao tempo de simulacdo de 10
ns. Todas as simulagdes foram mantidas sob pressdo e temperatura constantes de 1 atm e

300K, respectivamente.

Preparacdo dos ligantes

Os ligantes utilizados sdo moléculas presentes nos bancos de dados. Dois procedimentos de
filtragem foram realizados: i) submissdo das moléculas dos bancos ao programa Filter do
OpenEye (http://www.eyesopen.com/filter) para eliminar as moléculas que ndo sdo drug-like;
e ii) realizacdo de teste de diversidade quimica a partir do calculo do indice de Tanimoto (T).

Os parametros utilizados pelo programa Filter para realizar a filtragem das moléculas foram:

e 350 Da < massa molecular < 650 Da

e 9 < ndmero de &tomos pesados < 55

e 0 <ndmero de anéis<5

e Maximo de 10 grupos funcionais

e Maximo de 25 rotdmetros

e Maximo de 9 grupos doadores de ligacdes de H
e Maéximo de 13 grupos aceptores de ligacbes de H
e Eliminacdo de moléculas toxicas

e Eliminacdo de moléculas insoluveis.

O teste de diversidade quimica por meio do calculo do indice de Tanimoto (T) permitiu

mensurar a similaridade entre duas moléculas por um ponto de vista quimico. Com base neste
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procedimento de pré-selecdo, o niUmero de compostos foi reduzido para 3.000 moléculas. Os
compostos dos bancos de dados selecionados por esses filtros foram pre-processados,
passando de estruturas bidimensionais para tridimensionais por meio do programa CORINA
(Gasteiger et al., 1990), tornando-se assim adequados para o programa subsequente de
docking. Estados de protonagdo foram assumidos no estabelecimento de normas, como

sugerido pelo programa Corina e pelo display gréfico.

Processo de selegdo dos compostos por ancoragem molecular (docking)

Antes da simulacéo de docking, as cavidades da proteina Trrl foram identificadas por meio
do programa MDPocket. Esse programa baseia-se no mapeamento da superficie do sitio de
ligacdo da proteina. Apos a identificacdo das cavidades, as coordenadas do centro de origem

das cavidades foram fornecidas pelo programa Ligsite.

As simulagdes de ancoragem molecular foram realizadas pelo programa GOLD 3.2 que
permite flexibilidade parcial no receptor na regido do sitio ativo, realizando assim um célculo
de interacdo semi-flexivel com os compostos. Para filtrar os melhores compostos, para cada
molécula analisada o programa realizou 50 ensaios de docking com a proteina-alvo. Para
considerar confiavel a ligacdo entre as moléculas e a proteina-alvo, foram assumidas apenas

as conformac®es com valores de RMSD abaixo de 1,5 A.

Para encaixar o ligante no sitio de ligacdo da proteina, o programa usou um método baseado
na fixacdo de pontos onde ocorre ligacdo de hidrogénio. Assim, foi construido um mapa com
0s pontos aceptores de hidrogénio no ligante e os doadores de hidrogénio na proteina, e vice-
versa, e, com isso, foram identificadas as moléculas que interagem com a proteina-alvo. O

programa também considerou pontos hidrofobicos na cavidade das proteinas.

A classificacdo das melhores moléculas foi baseada nos valores de scores, ou seja, nas
afinidades de ligagéo preditas. Os valores de score foram obtidos baseados em: ligacGes de
hidrogénio com a proteina; interacbes de van der Waals com a proteina; ligacBes de
hidrogénio intramoleculares no ligante; e forgas intramoleculares no ligante. Os ligantes com
maiores scores sdo classificados como os que possuem melhores afinidades de ligacdo com a

proteina. Dessa forma, o programa fornece um rank com os melhores ligantes.
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RESULTADOS
Modelagem por homologia da proteina Trrl e varredura virtual de quimiotecas

1. Simulacdes de dinamica molecular para os modelos obtidos para tioredoxina redutase

A primeira etapa da modelagem por homologia para obtencdo das estruturas tedricas da
proteina-alvo foi a identificacdo de estruturas tridimensionais que possam atuar como uma
base estrutural para a modelagem da sequéncia-alvo. Trés moldes foram selecionados. Um de
S. cerevisiae na conformacdo oxidada: 3ITJ (PDB ID) e dois de E. coli na conformacéo
reduzida: 1CLO (PDB ID) e 1F6M (PDB ID). No molde 1CLO, a estrutura tridimensional
deposita no PDB contém somente a proteina na conformacéo reduzida, jA no molde 1F6M a
estrutura 3D da tioredoxina redutase estd complexada a tioredoxina, andlogo de NADP+ e
AADP+. Foi realizado o alinhamento das sequéncias de residuos de aminoacidos das
proteinas de interesse contra o banco de dados de estruturas de proteinas Protein Data Bank
(PDB) (http://www.rcsh.org/pdb) utilizando 0 programa BLASTP
(http://www.ncbi.nlm.nih/BLAST). A Trrl de Cryptococcus neoformans apresentaram
identidade de sequéncia primaria acima de 40% com as sequencias das estruturas 3D
escolhidas e depositadas no PDB (3I1TJ, 1CLO e 1F6M).

A construcdo dos modelos foi feita a partir dos moldes e as coordenadas atdmicas foram
transferidas para a tioredoxina redutase. As regides do alinhamento que ndo eram conservadas
foram convertidas em loops. O programa sugeriu varios loops, sendo escolhidos 0s mais
abertos e com menor RMSD. A finalizacdo da construcdo dos modelos foi feita com a adicédo
dos atomos de hidrogénio e seu refinamento foi obtido por meio de minimizacgéo de energia.
Os atomos da cadeia principal foram inicialmente imobilizados e apenas as cadeias laterais se
moviam para realizar uma minimizacao de energia pelo método de gradiente conjugado. Uma
segunda minimizacdo, também pelo método de gradiente conjugado, foi realizada somente
com os atomos dos loops em movimento. A Gltima etapa de minimizacéo foi realizada pelo
método Steepest-descent com todos os atomos moveis, resultando em estruturas
tridimensionais refinadas.A Figura 1A mostra a sobreposicdo dos trés modelos de Trrl
obtidos para C. neoformans. A conformacdo oxidada (Figura 1B) sofre um giro sobre o eixo
de maneira a aproximar o dominio de ligagdo ao NADPH e as cisteinas, do dominio de

ligagdo ao FAD adquirindo a conformagéo reduzida.
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Figura 1. Representagdo dos modelos obtidos para tioredoxina redutase de Cryptococcus
neoformans. (A) sobreposicdo dos trés modelos obtidos para conformagdes, oxidada - FO (B). O
dominio de ligacdo ao NADPH ¢é representado em amarelo, na conformagdo FO. J& o dominio de
ligacdo ao FAD é representado pela cor azul, na conformacéo FO. As cisteinas do sitio catalitico sdo
representadas em vermelho no dominio de ligagdo ao NADPH. Neste dominio também sdo
representados em verde os residuos do bolso hidrofébico (AVPI) importante para estabilizagdo da
ligacdo a tioredoxina. No dominio de ligacdo ao FAD a estrutura marcada em verde representa o loop
1, aonde estdo localizados os aminoacidos importantes para interagdo com a tioredoxina.

A estabilidade dos modelos durante as simulacbes foram avaliadas inicialmente pelo
monitoramento do perfil de RMSd (Root-Mean-Square deviation), que é a medida da
distancia média entre os atomos da cadeia principal ao longo da trajetéria do sistema. Os
valores de RMSd obtidos para conformacdo FO variaram entre 1.126 e 3.709 (média 2.539 +
0.444 A), para conformacdo FR entre 1.163 e 4.529 A (média 3.374 + 0.748 A) e para
conformacdo FRC entre 1.121 e 3.538 A (média 2.520 + 0.491 A). Na trajetdria da
conformagdo FR existe uma zona mais estavel entre as frames 250 e 450, porém ao final da
trajetdéria os valores de RMSd parecem comecar a subir, sugerindo a existéncia de mais uma
familia de conformacéo e que portanto, 10 ns poderiam néo ser suficientes para estabilizacdo

desta conformagéo.

2. Andlises da Estrutura Secundaria dos modelos ao longo da trajetéria de dinamica
molecular
A estrutura secundaria de cada residuo de aminoacido foi analisada ao longo da trajetoria da

dindmica molecular pelo programa VMD, com plugin Timeline. As analises da estrutura
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secundaria dos modelos de C. neoformans revelam que aparentemente a conformacgéo FO é a
mais estavel e a FRC a menos estavel, considerando todos os residuos de aminoacidos da
proteina ao longo da trajetéria. Algumas regides merecem destaque como: sitio catalitico,
loop 1 e as regides dos residuos Aspl18 a Glul36, Lys298 a Asp316 e a a-hélice (Prol57 a
Tyrl62).

Na regido do sitio catalitico, a Cys170 ndo apresenta estrutura definida na conformacéo FO,
porém na conformacao FR e frames finais da FRC, ha o predominio de estruturas do tipo laco.
Estruturas do tipo a-hélice s@o predominantes na conformacdo FRC e as do tipo laco na
conformacdo FR. Na regido hidrofébica AVPI (Alal76, Vall77, Prol78 e 1le179) observa-se
uma alternancia de estruturas do tipo hélice e lago. A conformacdo FO alterna estruturas do

tipo 310-hélices e laco.

A regido do loopl inicia-se com auséncia de estruturas definidas para as trés conformacdes.
Na conformacdo FRC esta regido sem estrutura definida é maior do que nas outras duas
conformacdes, se estendendo até a Ala64. No entanto, ap6s este residuo a regido se mantém
estavel com predominio de estruturas do tipo lago. Por outro lado, a conformacao FR é a mais
instavel nesta regido, ha um predominio de estruturas do tipo lago, que sdo interrompidas por

estruturas do tipo hélice (a-hélice e 310-hélices) ou regides sem estrutura definida.

A regido entre os residuos Asp118 e Glul36 mostrou-se como uma regido muito variavel
entre as trés conformacBes. Para conformacdo FO é uma regido de modo geral estavel,
somente sdo observadas algumas instabilidades nas frames iniciais entre os residuos Trp127 e
Glul136. Para conformacdo FR é uma regido relativamente instavel, com varias interrupcdes
da estrutura, principalmente entre os residuos Trp127 e Glul36. J& para conformacdo FRC a
regido entre os residuos Trp127 e Glul136 € estavel com predominio de estruturas do tipo laco,
porém a regido compreendida entre os residuos Aspll8 e Trpl27 sdo observadas varias

interrupcdes da estrutura.

Na regido entre os residuos Leul54 a Tyrl62 foi possivel observar a presenga de uma o-
hélice bem definida para conformacgéo FR e parcialmente para FRC (alternancia de estruturas
do tipo lago e hélice - a-hélice e 310-hélices), que esta ausente na conformacao FO. A regido
entre os residuos Lys298 e Asp316 mostrou-se como uma regido menos estavel para as trés
conformacdes. Na conformacdo FO as regides de instabilidade sdo observadas entre os
residuos Ser307 e Asp316, com estruturas do tipo hélice na regido proxima a Asp316. Estas

estruturas sdo também observadas nesta mesma regido para conformacdo FR. No entanto,
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para as conformacgdes FR e FRC a regido entre os residuos Lys298 e Ser307 apresenta-se

menos estavel, com varias regides sem estrutura definida.

3. Agrupamento de configuracdes moleculares a partir de uma trajetoria de dinamica

molecular

Um aspecto importante das simula¢fes de dindmica molecular sdo as relag0es inerentes as
configuracdes moleculares encontrados neste dados, que frequentemente estéo ocultas devido
a complexidade dos mesmos. Para este fim, o agrupamento ter sido uma metodologia bastante
empregada nas analise de trajetdria de dinamica molecular (Shao et al., 2007). Neste trabalho,
a partir de cada trajetéria foram geradas 500 conformacgfes que foram agrupadas como
semelhantes, baseado no cruzamento de seus valores de RMSd. Os mapas foram construidos a

partir dessas medidas.

Para C. neoformans, foram selecionadas 2 familias para conformacdo FO, trés para FR e
trés para FRC. A conformacdo FO apresentou uma grande familia. A conformacdo FR
mostrou-se com uma possivel grande familia no gréfico obtido pelo programa Carma. No
entanto as analises manuais dos subgrupos e o outro mapa de RMSd separou as trajetdria em

trés familia, porém as duas Gltimas intimamente relacionadas.

As andlises das estruturas das duas familias, para conformacdo FO, mostram que mesmo a
pequena familia, representada pela frame 469, estd intimamente ligada a grande familia,
observada nos resultados de agrupamento. Apenas nas regides de loop foram observadas
pequenas diferencas. Os valores de RMSd dos dominios de ligacdo ao NADPH das duas
familias mostram claramente que esta regido se manteve muito estavel ao longo da trajetdria.
Ja para as conformacdes FR e FRC essas mudangas foram um pouco mais evidentes, embora

ainda com bastante sobreposicéo.

4. Andlise da cavidade ao longo da trajetoria da dinamica molecular

O programa MDpocket permitiu avaliar o volume da cavidade ao longo da simulacdo de
dindmica molecular, verificando se o sitio catalitico apresentava grandes varia¢des durante a
DM. O centro da cavidade foi determinado pelos programas METAPocket e LigSite. A
localizagdo do centro foi sempre comparado com a cavidade escolhida para o célculo do

volume com o MDPocket, uma vez que devem se tratar da mesma cavidade.
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5. Preparacéo dos modelos para etapa da filtragdo da varredura virtual

Simulagdes por varredura virtual podem ser aplicadas & modelos tridimensionais elaborados
a partir da modelagem por homologia. Essas simula¢des ajudam na identificacdo de moléculas
pequenas (small molecules), advindas de bancos de dados, com potencial de interacdo com a
proteina-alvo. Normalmente, esses bancos de dados s&o constituidos de moléculas que
apresentam propriedades drug-like (Kairys et al., 2006). A varredura virtual permite entéo a
exploracdo de quimiotecas e direciona os testes in vitro para as moléculas pertinentes (hits). A
varredura virtual foi realizada em 3 etapas: preparacdo das proteinas-alvo (ja descritas acima),
preparacédo dos ligantes e processo de filtracdo (docking) baseado nas estruturas preditas das
proteinas.

Uma vez selecionadas as familias de conformacdes e determinada as variacfes da cavidade
catalitica, as familias de cada uma das conformac6es de Trrl foram alinhadas na regido do
sitio catalitico. Em seguida, um novo célculo do centro da cavidade foi realizado pelo
programa METAPocket para obtencdo das coordenadas deste centro que serdo fornecidas ao
programa GOLD para o docking.

A Figura 2 exemplifica como foi realizada a obtencdo das coordenadas do centro da
cavidade catalitica para cada conformacao de Trrl. Os resultados obtidos para a conformacao
reduzida livre do C. neoformans sdo mostradas neste exemplo. Apds o alinhamento da regido
do centro catalitico (aminoacidos 165 a 179) cada uma das familias de conformacéo ja
alinhada foi submetida ao programa METAPocket. Este programa utiliza oito métodos
diferentes para determinacdo das trés principais cavidade e, consequentemente, para obtencao
do centro. Como € possivel observar nas Figuras 2A-2C, cada familia apresenta um centro da
cavidade que foi melhor identificado por um método. Estes centro sdo préximos uns aos
outros (Figura 2D) e entdo, a regido central entre estes trés pontos sera utilizada para
obtencdo do centro da cavidade. Como mostrado nas Figuras 2E e 2F, a regido central devera
estar contida dentro da cavidade das trés familias de conformacdes e as coordenadas desta
regido serdo fornecidas ao programa GOLD, juntamente com um raio capaz de englobar o

sitio catalitico e regides de interacBes importantes para a atividade catalitica.
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PAS 3 -0.165-10.731 -0.395

Figura 2. Andlises da cavidade catalitica do modelo tridimensional obtido para Trrl de C.
neoformans conformagdo FR ap6s alinhamento da regido do sitio catalitico. (A), (B) e (C)
Representacdo das trés familias de conformacdes e os resultados obtidos pelo METAPocket. As
coordenadas obtidas sdo mostradas juntamente com o método que foi utilizado. LCS1 - indica que o
método utilizado foi o Ligsite, jA o nimero 1 indica que foi a maior cavidade identificada por este
método. PAS3 - indica que o método utilizado foi o PASS11, e o numero 3 indica que foi a terceira
maior cavidade selecionada por este método. (D) Representacdo da regido do sitio catalitico. Em
vermelho as cisteinas ativas e em verde regides de interagcbes importantes para atividade catalitica de
Trrl. As trés bolas indicam os trés centros de cavidade mostrados de (A) a (C). (E) e (F) As pequenas
bolas azuis indicam as coordenadas médias entre os trés centro da cavidade obtidos para as familias de
conformacgéo. Estas coordenadas encontram-se dentro da cavidade catalitica das trés familias. Em (F)
também é mostrado a regido englobada pelo raio que foi informado ao programa GOLD.

Para a preparacdo dos ligantes foram utilizadas as moléculas depositadas no banco de dados
de compostos quimicos da Life Chemicals. A base de dados Life Chemicals possui 750.000
moléculas. Inicialmente uma pré-selecdo foi realizada para selecionar as moléculas com
propriedades drug-like. Um segundo procedimento de filtragem foi realizado para testar a
diversidade quimica por meio do calculo (indice de Tanimoto), que permitiu mensurar a
similaridade de duas moléculas por um ponto de vista quimico. Com base neste procedimento
de pré-selecdo, o numero de compostos foi reduzido para 3.000. Mais 1080 moléculas foram
adicionadas ao banco utilizado nos experimentos de docking, estas moléculas quais sdo
analogas a 3 do banco Life Chemicals que ja foram testadas pelo grupo e apresentaram
atividade antifungica. Os compostos foram convertidos de estruturas bidimensionais a
tridimensionais pelo programa CORINA (Gasteiger et al., 1990).
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A etapa de docking foi realizada por meio do programa GOLD. O programa permitiu a
busca de possiveis interacfes entre as proteinas e os compostos, explorando os graus de
liberdade conformacional de ambos, ligante e proteina. As interagdes com 0S compostos
foram classificadas de acordo com seus scores, que sdo padrdes de afinidade do ponto de vista
de estabilidade energética em relacdo ao sitio de ligagdo da proteina. Apds andlise da
distribuicdo destes scores, as moléculas com os maiores scores nas conformagdes dos

modelos de Trrl foram selecionadas.

Potencias moléculas inibidoras selecionadas apds a realizacdo do docking com o modelo
Trrl de C. neoformans

As analises das interagdes que ocorrem entre o0 modelo e as moléculas dos bancos de dados
selecionados foram realizadas com as conformacgdes de cada modelo. Isto possibilitou a
confirmacéo da interacéo de residuos do sitio ativo com as moléculas inibitérias selecionadas.
A caracterizacao dessas interacfes confirma a especificidade das moléculas com os modelos
gerados, indicando assim, a possibilidade de atuarem como potenciais inibidores. Todos esses
processos e resultados de obtencdo dos modelos proteicos para Trrl usando a estratégia de
modelagem molecular por homologia, além da varredura virtual de quimiotecas para selecdo
de compostos inibidores, foram realizados na Franca em cooperacéo internacional com o Prof.
Dr. Bernard Maigret, que vem utilizando as ferramentas de modelagem molecular e varredura
virtual como aplicacdo no desenho de novas drogas. Apos analise da distribuicdo dos scores,
um total de 4 moléculas que interagem com Trrl foram selecionadas, sintetizadas e adquiridas
(estdo em fase de avaliacdo da atividade antifingica e em caso positivo serdo requeridas
as patentes para as melhores moléculas candidatas). Por esta razao estas 4 moléculas ndo

poderdo ser identificadas neste trabalho

DISCUSSOES

Desde a concepgdo do alvo biologico até a descoberta de um novo farmaco, a modelagem
molecular vem se tornando mais eficiente no planejamento de novos farmacos (Marshall,
2004). Barh e cols. (2011) realizaram a gendmica comparativa entre isolados de
Corynebacterium pseudotuberculosis, um parasita intracelular facultativo e agente causador
da linfadenite caseosa, doenca infecto-contagiosa cronica, que acomete principalmente os
caprinos e ovinos. Os autores identificaram alvos que foram modelados por homologia para

obtengdo da estrutura 3D. Posteriormente, realizaram a varredura virtual de quimiotecas e
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identificaram seis potenciais compostos inibidores desse patogeno (Barh et al., 2011).
Resultados bem sucedidos ja foram obtidos usando a modelagem molecular de potenciais
alvos para drogas, por exemplo, Caceres e cols. (2008) descreveram um modelo estrutural de
purina nucleosideo fosforilase de Streptococcus agalactiae (SaPNP). Esta enzima é um alvo
potencial para o desenvolvimento de drogas antibacterianas. Os autores modelaram 0s
complexo de SaPNP com 15 ligantes diferentes, a fim de determinar a especificidade desses
ligantes. A analise da trajetoria de dindmica molecular para SaPNP indica que 0s motivos
funcionalmente importantes tém uma estrutura muito estavel (Caceres et al., 2008). Esse
trabalho permitira elucidar os mecanismos de interacdo entre as proteinas-alvo e seus ligantes.
Possibilitando assim a busca por compostos que apresentam alta afinidade contra alvos
especificos. A Mycobacterium tuberculosis (Mt) € uma das principais causas de doencas
infecciosas no mundo. Esta perspectiva € agravada por um numero crescente de infeccdes Mt
em individuos imunocomprometidos, como resultado de infec¢fes por HIV. Assim, agentes
novos e mais potentes anti-tuberculose sdo necessarios. Por isso, a DNA girase foi
selecionada como uma enzima-alvo para combater a Mt. Nesse trabalho, o0 modelo molecular
tridimensional das estruturas hipotéticas para a DNA girase de Mycobacterium tuberculosis
(mtDNAg) foi elucidado pelo método de modelagem por homologia. Além disso, foram
investigadas as orientacOes e as afinidades de ligacdo destas estruturas (da Cunha et al.,
2010).

Um exemplo da aplicacdo do uso da varredura virtual de quimiotecas foi a descoberta de
potenciais inibidores da aldose redutase, uma proteina que gera complicacdes crénicas da
diabete em humanos (Kraemer et al., 2004). A pesar de um nimero grande de inibidores de
aldose redutase ja serem conhecidos, poucos apresentam eficacia suficiente em ensaios
clinicos. Assim, a varredura virtual possibilitou a selecdo de nove compostos para serem
avaliados em testes clinicos, sendo que seis revelaram resultados satisfatorios. Igualmente,
Abadio e cols. selecionaram por meio de modelagem molecular e varredura virtual 20
moléculas contra o alvo Trrl e 34 moléculas contra Kre2 de P. lutzii (isolate 01), totalizando
54 moléculas potenciais, e destas 22 foram testadas quanto a suas potenciais atividades
antifangicas contra fungos patogénicos. As melhores moléculas foram F0608-0758 (contra
KRE2) e F1806-0122 (contra Trrl), nas concentracdes de 2 uM (1 ug/mL) e 19 uM (8
ug/mL), respetivamente para 0 MICso (capacidade de inibir 50% do crescimento do fungo do
género Paracoccidioides spp). Estes compostos sdo candidatos a novos antifingicos para o
género Paracoccidioides, provocando uma inibigdo competitiva sobre o alvo molecular Trrl,

0 qual e essencial para viabilidade de fungos (Abadio et al., comunicacéo pessoal). Ensaios de
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inibicdo da atividade enzimdtica da tioredoxina redutase do protozoario Plasmodium
falciparum (PfTrxR) com inibidores especificos, mostraram trés inibidores promissores contra
PfTrxR, sendo que o inibidor mais potente apresenta ICso de 500 nM (Andricopulo et al.,
2006).

Visbal e cols. 2003 estudaram os efeitos antiproliferativos de trés analogos azasterol e seus
efeitos sobre a composicao lipidica na fase de levedura patogénica de fungos dimdrficos como
Paracoccidioides brasiliensis. Os azasterol (inibidores de A?*esterol-metiltransferase) (SMT)
foram testados no rango de 0,1 a 10 uM. A inibicdo foi de 100% para AZA-1 5 uM, 62% para
AZA-2 10 uM, e 100% para AZA-3 0,5 pM. Os analogos inibiram diferentes fases da via de
biossintese de esterdis. Através do desenho racional de inibidores da via de biossintese dos
esterdis de fungos, algumas correlacdes estrutura-atividade podem ser desenhados para o
comportamento de azasterol contra enzimas envolvidas na biossintese de esterdis fangica.
Smith e cols. (2009) selecionaram moléculas drug-like com atividade contra Trypanosoma
brucei que séo requeridas para o tratamento da doenca do sono na Africa. A partir de
inibidores glicosiltransferases previamente conhecidos o0s autores desenvolveram uma
pequena molécula inibitéria da dolicol fosfato manose sintase (DPMS) uma
manosiltransferase envolvida na biossintese de glicoconjugados de T. brucei. Estes inibidores
(compostos leads) impedem a biossintese de glicosilfostatidilinositol (GPI) apresentando
atividade tripanocida (Smith et al., 2009). A familia de proteinases asparticas secretadas €
conhecida como um importante fator de viruléncia de infec¢bes fungicas por Candida
albicans. Devido ao continuo aumento de cepas resistentes aos medicamentos, estas
proteinases estdo atualmente consideradas como candidatos promissores como alvo para
drogas. Baseados nos conhecimentos de especificidade SAP2-substrato e analises de raios-X
de complexos Sap/inibidor, trés bibliotecas de inibidores foram desenhados e sintetizados
modificando a estrutura da pepstatina A, um inibidor de proteinase aspartica, na posicéo P3,
P2 ou P20. Estes novos inibidores mostraram um alto potencial inibit6rio para as isoenzimas
Sapl, Sap3, Sap5 e Sap6. Em seguida, a afinidade e seletividade dos ligandos peptidicos
foram investigadas pela modelagem molecular para gerar novas informagOes estruturais
chaves para o desenho de potentes e seletivos agentes alvo anti-viruléncia de Candida
albicans (Cadicamo et al., 2013).

Em conclusdo, na auséncia de estruturas experimentais, a modelagem por homologia
desempenha um papel importante no processo de descoberta de drogas baseada na estrutura.

Apesar das conquistas claras dos projetos de gendmica estrutural (SG), e os rapidos avancos
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tecnologicos nos métodos de cristalizagdo e RMN, é razodvel supor que as estruturas
experimentais para a maioria dos alvos terapeuticamente relevantes ndo estardo disponiveis
em um futuro proximo. Assim, a modelagem por homologia in silico, fornece uma alternativa
econémica viavel para gerar razoavelmente modelos precisos para a descoberta de drogas
(Cavasotto e Phatak, 2009). Em relacdo ao desenvolvimento de drogas antifungicas, ndo
existem trabalhos na literatura que tenham demostrado a eficacia de inibidores de viabilidade
celular do fungo identificados pela estratégia de varredura virtual de quimiotecas. No entanto,
o0s resultados aqui apresentados sdo um avango na pesquisa para o desenvolvimento de novas
drogas antifingicas a partir de compostos que sdo selecionados usando programas

computacionais pra predizer sua ligacdo a um receptor-alvo.
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