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RESUMO 

 

Todos os anos, ocorrem mais de 1,5 milhão de mortes no mundo decorrentes de 

infecções fúngicas invasivas. Candida auris vem ganhando relevância mundial no 

cenário das infecções invasivas nosocomiais. O surgimento de resistência secundária 

aos azóis em cepas de Aspergillus fumigatus tem causado preocupação global. O 

ergosterol é um lipídio essencial para a viabilidade celular, sendo responsável pela 

fluidez e permeabilidade da membrana. O gene erg6 codifica uma esterol 24-C-

metiltransferase (SMT), que atua transferindo o grupo metil para o C-24 do zimosterol 

ou, alternativamente, para o lanosterol. A CauSMT (C. auris) e a AfSMT (A. fumigatus) 

foram produzidas, purificadas e caracterizadas, incluindo a determinação da 

preferência pelos respectivos substratos. Em solução, a CauSMT parece ser 

pentamérica, e a AfSMT, tetramérica. As constantes de afinidade mostram que ambas 

as enzimas têm mais afinidade pelo substrato S-adenosil-metionina (SAM) do que 

pelos esteróis. A eficiência catalítica da CauSMT é menor do que a das outras SMTs, 

e a tomatidina foi identificada como um inibidor. A estrutura secundária de AfSMT e 

CauSMT, estimada por dicroísmo circular, é compatível com os percentuais 

calculados a partir dos modelos tridimensionais preditos. Os dados de estabilidade 

térmica demonstraram que a CauSMT e a AfSMT são mais estáveis em pH ácido e 

neutro, respectivamente. Dados de docking molecular mostraram um sítio para cada 

substrato. Análises estruturais e de alinhamento de sequências mostram a 

conservação de resíduos importantes no sítio ativo de ambas as enzimas. Cristais de 

CauSMT e AfSMT com o substrato SAM foram obtidos em diversas condições de 

cristalização. Os dados de difração coletados na linha de luz Manacá LNLS/Sirius com 

os cristais de CauSMT co-cristalizados com o substrato SAM apresentaram 

resoluções de 7 a 8 Å. 

 

Palavras-chave: esterol C24-metiltransferases, biossíntese do ergosterol, Candida 

auris, Aspergillus fumigatus, inibidor da síntese do ergosterol



 

 

ABSTRACT 

 

Every year, there are more than 1.5 million deaths worldwide due to invasive fungal 

infections. Candida auris is becoming a leading cause of nosocomial invasive 

infections. The emergence of secondary resistance to azoles in Aspergillus fumigatus 

strains has raised worldwide concern. Ergosterol is an essential lipid for cell viability, 

as it plays a crucial role in membrane fluidity and permeability. The erg6 gene encodes 

a sterol 24-C-methyltransferase (SMT), which transfers a methyl group to the C-24 of 

zymosterol or, alternatively, to lanosterol. CauSMT (C. auris) and AfSMT (A. 

fumigatus) were produced, purified, and characterized, including the determination of 

their substrate preferences. In solution, CauSMT appears to be pentameric, while 

AfSMT is tetrameric. The affinity constants indicate that both enzymes have higher 

affinity for the substrate S-adenosyl-methionine (SAM) than for sterols. The catalytic 

efficiency of CauSMT is lower than that of other SMTs. Tomatidine has been identified 

as an inhibitor of CauSMT, serving as a proof-of-concept for its potential use in drug 

screening studies and applications against invasive infections caused by multidrug-

resistant C. auris. The secondary structure of AfSMT and CauSMT, estimated by 

circular dichroism, corresponds to the percentages calculated from the predicted three-

dimensional models. Thermal stability data demonstrated that CauSMT and AfSMT 

are more stable at acidic and neutral pH, respectively. Molecular docking data revealed 

a binding site for each substrate. Sequence and structural alignment analysis shows 

the conservation of important residues in the active site of both enzymes. Crystals of 

CauSMT and AfSMT with the SAM substrate were obtained under various 

crystallization conditions. Diffraction data collected at the Manacá LNLS/Sirius 

beamline with CauSMT crystals co-crystallized with the SAM substrate showed 

resolutions of 7 to 8 Å. 

 

Keywords: sterol C24-methyltransferases, ergosterol biosynthesis, Candida auris, 

Aspergillus fumigatus, ergosterol synthesis inhibitor  
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afinidade por íons metálicos imobilizados.  B) Análise em SDS PAGE 12% mostrando o 

perfil de proteínas totais e purificada do processo de purificação da AfSMT. 1: Marcador 

de massa molecular. 2: Precipitado celular das células lisadas e centrifugadas após 

cultivo (fração insolúvel). 3: Sobrenadante das células lisadas e centrifugadas após 

cultivo (fração solúvel). 4: Flow through. 5: Fração eluida durante o gradiente de imidazol. 

6: Fração contendo a AfSMT purificada. ...................................................................... 70 

Figura 28. Purificação de CauSMT por SEC. A: Cromatograma da purificação mostrando o 

pico eluído. Análise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil da CauSMT pós purificação. 

(B) Curva de calibração obtida a partir de proteínas com massa molecular definido. ... 71 

Figura 29. Purificação de AfSMT por SEC. A: Cromatograma da purificação mostrando o pico 

eluído. Análise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil da AfSMT pós purificação. (B) 

Curva de calibração obtida a partir de proteínas com massa molecular definido. ........ 72 

Figura 30. Identificação dos substratos esteróis utilizados pelas esterol C24-metiltransferases 

CauSMT (A) e AfSMT (B). ........................................................................................... 72 

Figura 31: Reação de C-metilação catalisada pela CauSMT onde o zimosterol é o substrato 

aceptor formando o fecosterol. ..................................................................................... 73 

Figura 32: Reação de C-metilação catalisada pela AfSMT onde o lanosterol é o substrato 

aceptor formando o eburicol. ........................................................................................ 73 

Figura 33: Via alternativa de síntese do lanosterol para o fecosterol. (A) Via de síntese em 

S.cerevisiae. (B) Via de síntese em A. fumigatus (Alcazar-Fuoli et al., 2008; Alcazar-Fuoli 

e Mellado, 2013). ......................................................................................................... 74 

Figura 34. Efeito da concentração da CauSMT e AfSMT na reação enzimática. (A) Correlação 

linear entre a concentração enzimática de CauSMT em nM e a unidade relativa de 

luminescência. (B) Correlação linear entre a concentração enzimática de AfSMT em nM 

e a unidade relativa de luminescência. ......................................................................... 75 

Figura 35. Determinação das constantes de afinidade de CauSMT e AfSMT pelos seus 

substratos. (A) Curva de constante de afinidade da CauSMT mostrando efeito da 

concentração do substrato zimosterol (2,5 μM a 160 μM). (B) Curva de constante de 

afinidade da CauSMT mostrando efeito da concentração do substrato SAM (0,31 a 160 

μM). (C) Curva de constante de afinidade da AfSMT mostrando efeito da concentração 



 

 

do substrato lanosterol (20 μM a 640 μM). (D) Curva de constante de afinidade da AfSMT 

mostrando efeito da concentração do substrato SAM (0,31 μM a 160 μM). ................. 76 

Figura 36. Curva de Michaelis-Menten mostrando efeito da concentração do substrato 

zimosterol (5 μM a 320 μM) sobre a velocidade da atividade da esterol C24-

metiltransferases CauSMT. .......................................................................................... 77 

Figura 37. Determinação de IC50 da tomatidina (0,32 μM a 41,66 μM) na atividade enzimática 
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1 INTRODUÇÃO 

Todos os anos, ocorrem mais de 1,5 milhão de mortes no mundo causadas por 

infecções fúngicas invasivas. Aproximadamente 80% dessas mortes são resultantes 

de infecções causadas por fungos oportunistas, principalmente pelas espécies de 

Candida spp. e Aspergillus spp., que se destacam pela frequência de casos e 

relevância clínica (Biswas, 2021). As infecções fúngicas invasivas afetam 

principalmente pacientes imunocomprometidos, nos quais o índice de mortalidade é 

elevado (Pfaller e Diekema, 2007). 

A ameaça global emergente e pouco reconhecida para a saúde das infecções 

fúngicas invasivas é agravada pelo rápido surgimento de resistência antifúngica e, em 

muitos cenários, o acesso limitado a diagnósticos de qualidade e tratamento (Brown 

et al., 2012). Diante disso, no final de 2022, a Organização Mundial da Saúde publicou 

a primeira lista de patógenos fúngicos prioritários para guiar a pesquisa, ações e 

desenvolvimento de saúde pública. O Aspergillus fumigatus e Candida auris estão 

dentre os quatros que compõe a lista de fungos patogênicos considerados como grupo 

crítico (World Health Organization, 2022).  

 

1.1 Candida auris 

1.1.1 Taxonomia  

 A C. auris é um fungo oportunista do filo Ascomycota que foi primeiramente 

descrito em 2009 a partir de isolados de pacientes no Japão e na Coréia (Satoh et al., 

2009).  

 Atualmente existem 5 principais clados de C. auris que se baseiam em 

informações genéticas e na localização dos primeiros isolados: o clado Sul Asiático 

(I), o clado Leste Asiático (II), o clado da África, clado da América do Sul (IV) e o clado 

do Iran (V) (Du et al., 2020). Os isolados pertencentes ao clados I, III e o IV 

frequentemente causam infecções invasivas e surtos, enquanto que o clado II e o V 

normalmente estão envolvidos com otomicoses (Lockhart et al., 2017; Ahmad e 

Alfouzan, 2021). 
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1.1.2 Manifestações clínicas 

 Os fatores de riscos predisponentes para as infecções por C.auris são 

semelhantes a outras espécies oportunistas de Candida spp. que são pacientes 

imunocomprometidos (diabetes, câncer, doenças renais crônicas, neutropenia, HIV, 

uso prolongado de antibióticos, antifúngicos ou corticoides, internações em 

decorrência de cirurgias, uso de catéteres e internações em UTIs) (Arikan-Akdagli, 

Ghannoum e Meis, 2018). As cepas de C. auris já foram isoladas de múltiplos locais 

de infecção em todo o corpo como da urina, feridas, narinas, axila, pele e reto (Du et 

al., 2020). A infecção pode disseminar para locais normalmente estéreis (candidíase 

invasiva) que inclui a candidemia (sangue) (Du et al., 2020; Soriano et al., 2023). 

 

1.1.3 Epidemiologia  

 As espécies de Candida são as causas predominantes de infecções fúngicas 

nosocomiais (infecções adquiridas nos hospitais). Anualmente são diagnosticados 

mais de 400.000 casos de infecções de corrente sanguínea causadas por Candida 

spp. com taxa de mortalidade maior que 40% (Brown et al., 2012). O fungo oportunista 

C. albicans é o maior causador da candidemia e da candidíase invasiva; entretanto, 

mais de 50% de todas as infecções têm sido causadas por espécies de Candida não-

albicans, e este espectro tem aumentado rapidamente em decorrência da redução 

crescente da susceptibilidade dessas espécies aos antifúngicos (Khan et al., 2019; 

Ahmad e Alfouzan, 2021). Entre essas espécies, a C. auris tem despertado atenção 

nesses últimos anos em decorrência de estar se tornando o principal fungo causador 

de infecções invasivas e de surtos com altas taxas de mortalidade em pacientes 

hospitalizados, especialmente aqueles com diversas comorbidades e internados em 

UTIs (Arikan-Akdagli, Ghannoum e Meis, 2018; Du et al., 2020; Ahmad e Alfouzan, 

2021). Até o momento, a C.auris foi isolada em mais de 40 países abrangendo todos 

os continentes, com exceção da Antártica (Du et al., 2020) (Figura 1).  
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Figura 1: Número de países com casos reportados de infecções causadas por C. auris. A) 

Número de países pertencentes a cada continente que reportou casos de infecção ou colonização por 

C. auris. B) Países com casos reportados entre jan/09 e jun/20. Adaptado de (Du et al., 2020). 

 

 No Brasil, os primeiros casos de C. auris foram reportados em 2020, 

correspondendo a um total de 15 casos, dentre eles de dois pacientes acometidos por 

COVID-19 hospitalizados em Salvador-BA (De Almeida et al., 2021). Em 2021, 

ocorreu um caso isolado na Bahia. Em 2022, ocorreu o terceiro surto no qual foram 

identificados 47 casos em pacientes hospitalizados em Recife-PE (De Melo et al., 

2023). Novamente, em maio de 2023, um surto foi identificado sendo reportados 9 

casos de infecções causadas por C.auris no Estados de Pernambuco e São Paulo 

(BRASIL, 2023).  

 Dentro de uma década desde a sua descoberta, mais de 4.000 isolados foram 

identificados em todos os continentes, entretanto este dado está subestimado em 

decorrência das dificuldades de identificação de C.auris (Arikan-Akdagli, Ghannoum 

e Meis, 2018; Du et al., 2020; Ahmad e Alfouzan, 2021). A C.auris é geralmente 

identificada erroneamente como Candida haemulonii, Candida duobushaemulonii, 

Candida sake, Rhodotorula glutinis e até com outras espécies quando se utiliza os 

métodos fenotípicos e bioquímicos convencionais (Jeffery-Smith et al., 2018). A 
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detecção precisa de C. auris é de alto custo, no qual se utiliza a espectrometria de 

massa com ionização por dessorção a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS) e 

os métodos moleculares baseados no sequenciamento da região D1-D2 do rDNA ou 

do espaçador transcrito interno (ITS) do rDNA (Keighley et al., 2021). 

 

1.1.4 Virulência 

 Estudos recentes reportaram que a C. auris, similarmente a C.albicans, expressa 

diversos fatores de virulência conhecidos, incluindo a secreção de aspartil proteases 

e lipases que degradam os tecidos facilitando a invasão dos hospedeiros (Du et al., 

2020). Estudos comparativos indicaram que a C.auris é menos virulenta que a 

C.albicans, entretanto é mais virulenta que C.glabrata e C.haemulonii. A menor 

virulência de C.auris quando comparada a C.albicans está relacionada a incapacidade 

de formar hifas ou pseudohifas em mamíferos, fator importante na invasão dos tecidos 

durante as infecções (Yue et al., 2018). Entretanto, alguns isolados de C.auris podem 

formar agregados, estes que permite o fungo escapar do sistema imune contribuindo 

para a resistência aos antifúngicos (Fakhim et al., 2018). A C. auris também tem a 

habilidade de formar biofilmes o que possibilita a adesão nas superfícies promovendo 

a transmissão nosocomial (Ahmad e Alfouzan, 2021). 

 

1.2 Aspergillus fumigatus 

1.2.1 Taxonomia 

 O A. fumigatus é um fungo da família das Trichocomaceae descrito pela primeira 

vez por Fresenius em 1863, é conhecido por ter um genoma haplóide estável de 29,4 

milhões de pares de bases. O ciclo de vida fora do hospedeiro humano é caracterizado 

pela reprodução assexuada da qual procedem os conidióforos, estruturas onde a 

forma infecciosa conhecida como conídios, são produzidos e liberados no ar. Os 

conídios são responsáveis pela dispersão do fungo e pela preservação do genoma do 

fungo em condições adversas (Shapiro, Robbins e Cowen, 2011).  

 

1.2.2 Manifestações clínicas 

 O A. fumigatus pode afetar tanto os pacientes imunocompetentes e 

imunocomprometidos. Os sintomas dependem da imunocompetência do paciente e 
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da quantidade de esporos inalados (Latgé, 1999). A aspergilose pode ser classificada 

em aspergilose broncopulmonar (ABPA), aspergilose pulmonar crônica (CPA) e a 

aspergilose invasiva (IA), sendo esta última a mais severa e letal (Bongomin et al., 

2017; Latgé e Chamilos, 2019). A ABPA é forma mais severa de aspergilose que pode 

afetar um paciente atópico ou um paciente com fibrose cística. A CPA engloba as 

formas inflamatórias crônicas da aspergilose, incluindo o aspergiloma e comumente 

afeta paciente com tuberculose ou outras doenças pulmonares cavitárias crônicas 

(Latgé e Chamilos, 2019). A IA é a forma mais severa de aspergilose que afeta 

paciente bastante imunocomprometidos como aqueles sob tratamentos com 

imunossupressores ou aqueles submetidos a cirurgias ou transplantes. Atualmente 

tem ocorrido mudança na incidência de casos de IA em paciente neutropênicos para 

os não neutropênicos, como aqueles acometidos por infecções virais como influenza 

e COVID-19 (Burks et al., 2021) (Figura 2). 

 

1.2.3 Epidemiologia 

 A maioria dos casos mundiais de aspergilose são causados por A. fumigatus 

(90%), seguido por A. flavus. A distribuição varia de acordo com a  localização 

geográfica, por exemplo, A. flavus é isolado com menos frequência do que A. 

fumigatus nas regiões tropicais e subtropicais (Beardsley et al., 2018). A ABPA tem 

afetado aproximadamente 5 milhões de pessoas anualmente. Em 2017, foi estimado 

cerca de 3 milhões de casos de CPA, mas o perfil epidemiológico dessa doença é 

pouco conhecido, então a incidência pode estar subestimada. Quanto a IA, tem se 

estimado 250.000 casos mundiais por ano, e a incidência dessa infecção está 

crescendo (Bongomin et al., 2017; Latgé e Chamilos, 2019) (Figure 2). No Brasil, 

conforme a Base de Dados do Sistema de Informações Hospitalares (SIHSUS) do 

Ministério da Saúde, em 2021 foram registradas 245 autorizações de internações por 

aspergilose, seguido de 300 em 2020 e de 379 em 2019. 
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Figura 2: Espectro da aspergilose. Esse diagrama sumariza as diversas patologias causadas pelo 

Aspergillus spp. Aspergilose Broncopulmonar (ABPA). Aspergilose Pulmonar Crônica (CPA) e a 

Aspergilose Invasiva (IA). Adaptado de (Bongomin et al., 2017; Palmieri et al., 2022).  

1.2.4 Virulência 

 Dentre os fatores de virulência associados ao A. fumigatus está a termotolerância 

e a alta capacidade de esporulação do fungo que podem atingir os alvéolos 

pulmonares (Bhabhra e Askew, 2005; Earle et al., 2023). O A. fumigatus produz 

diversas enzimas como as α-amilase, proteases, fosfolipases, pectinases e lipases 

que atuam degradando os tecidos e facilitando a invasão no hospedeiro. Além disso, 

o fungo produz micotoxinas como as gliotoxina e hemolisina. A hemolisina é 

responsável pela lise das hemácias. A gliotoxina modifica a resposta imunitária e é 

capaz de induzir a apoptose nas células, podendo também atingir os neutrófilos e inibir 

a fagocitose (Raksha, Singh e Urhekar, 2017).  

 

1.3 Mecanismos de ação dos antifúngicos 

 O tratamento de primeira linha para a aspergilose é baseado no uso de azóis 

(Brown et al., 2012). Dentro os antifúngicos azólicos, quatro agentes triazólicos 

(voriconazol, itraconazol, isavuconazol e posaconazol) foram aprovados para uso 

clínico no tratamento e profilaxia da aspergilose (Lestrade et al., 2019). A classe de 

segunda escolha são os polienos seguido das equinocandinas (Perfect, 2017). 

 A estratégia de tratamento da candidíase invasiva depende do estado 

imunológico do paciente, localização e gravidade da infecção (Pappas et al., 2016).  

Atualmente, três classes principais de drogas antifúngicas com atividade contra 
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espécies de Candida sp. estão disponíveis. A primeira escolha são as 

equinocandinas, seguida dos azóis e por último dos polienos (Perfect, 2017; 

Bhattacharya, Sae-Tia e Fries, 2020). 

 Os polienos são antifúngicos anfipáticos, que interagem fortemente ao ergosterol 

formando poros transmembrana, que consequentemente causam vazamentos e 

perdas de íons intracelulares (Ostrosky-Zeichner et al., 2010). Os poros 

transmembranares são formados em decorrência da estrutura anfipática característica 

dos polienos: a cadeia poliênica que representa a parte hidrofóbica da molécula 

interage com as moléculas de esterol da membrana, enquanto a parte hidrofílica, 

representada pela cadeia poliol fica no ambiente aquoso, formando um poro 

transmembranar (Cavassin et al., 2021). Os polienos também induzem danos 

oxidativos nas células fúngicas por meio do acúmulo das espécies reativas de 

oxigênio (ROS) (Mesa-Arango, Scorzoni e Zaragoza, 2012).  

 Os antifúngicos da classe dos polienos incluem a anfotericina B e a nistatina, mas 

apenas a anfotericina B é utilizada para o tratamento de infecções invasivas. O 

ergosterol tem mais afinidade pela anfotericina B do que o colesterol, comumente 

encontrado na membrana das células animais. Tradicionalmente, a anfotericina B é 

administrada como a formulação de desoxicolato, mas o uso dessa apresentação tem 

dose limitada devido a toxicidade, principalmente por reações relacionadas a infusão 

e a nefrotoxicidade. Na tentativa de melhorar o índice terapêutico da anfotericina B, 

três formulações associadas a lipídios foram desenvolvidas, o complexo lipídico de 

anfotericina B, anfotericina B lipossomal e dispersão coloidal de anfotericina B, sendo 

este último descontinuado em 2011 devido a altas taxas de infusão. Assim, ambas 

apresentações de anfotericina B diferem em suas composições lipídicas, formas, 

farmacocinética, eficácia e toxicidade (Cavassin et al., 2021) (Figura 3B). 

 As equinocandinas é única nova classe de antifúngicos, e atualmente, existem 

três medicamentos disponíveis para uso clínico: caspofungina, micafungina e 

anidulafungina (Shapiro, Robbins e Cowen, 2011). As equinocandinas são grandes 

moléculas de lipopeptídeos que agem como inibidores não competitivos da enzima 

(1,3)-β-D-glucana sintase, essa enzima é responsável pela síntese do polímero (1,3)-

β-D-glucana, constituinte importante da parede celular, que se liga covalentemente ao 

outro polímero a (1,6)-β-D-glucana, e juntos com a quitina formam uma rede 

tridimensional complexa de microfibrilas. A inibição da enzima promove inibição de 
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biossíntese da parede celular, causando lise e prejuízo a integridade celular (Rocha 

et al., 2021) (Figura 3C).  

 A classe das pirimidinas é composta pelo antifúngico flucitosina (5-FC) que atua 

diretamente nos fungos por inibição competitiva da captação de purina e pirimidina e 

indiretamente por metabolismo intracelular para 5-fluorouracil. A flucitosina entra na 

célula fúngica através da citosina permease; assim, a flucitosina é metabolizada em 

5-fluorouracil. O 5-fluorouracil é extensivamente incorporado ao RNA fúngico e inibe 

a síntese de DNA e RNA. O resultado é o crescimento desequilibrado e a morte do 

organismo fúngico. A flucitosina também parece inibir a enzima timidilato sintetase, 

impedindo a biossíntese de DNA (Vermes, 2000). O antifúngico é utilizado em 

conjunto com o polieno anfotericina B lipossomal devido ao efeito sinérgico  (Schwarz 

et al., 2007) (Figura 3D).   

 Os antifúngicos da classe dos azóis agem inibindo a enzima lanosterol C-14 

desmetilase, também conhecida como do citocromo P450, que é codificada pelo gene 

erg11 em C. albicans e C. neoformans, e pelas duas isoformas do gene cyp51 (cyp51A 

e cyp51B) em A. fumigatus (Shapiro, Robbins e Cowen, 2011; Alcazar-Fuoli e Mellado, 

2013). Em diversas espécies fúngicas, esses antifúngicos entram na célula por difusão 

facilitada e o nitrogênio presente na estrutura dos azóis reage com o átomo de ferro 

contido na porção heme da enzima, inibindo a ativação do oxigênio que é necessário 

na reação de desmetilação do lanosterol em ergosterol pela atividade da enzima 

(White, Marr e Bowden, 1998; Hargrove et al., 2015). A inibição da enzima lanosterol 

C-14 demetilase leva à depleção do ergosterol, redirecionando o fluxo metabólico para 

a via tóxica dos esteróis (Bhattacharya, Esquivel e White, 2018). Além disso, os azóis 

são responsáveis por elevar os níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS) nas 

células fúngicas (Delattin, Cammue e Thevissen, 2014) (Figura 3A).  
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Figura 3: Mecanismos de ação dos antifúngicos utilizados para o tratamento das infecções 

invasivas e suas estruturas. A) Os azóis inibem a enzima lanosterol demetilase participante da via 

de biossíntese de ergosterol. B) Os polienos atuam interagindo com o ergosterol formando poros na 

membrana fúngica. C) As equinocandinas são inibidores não competitivos da (1,3)-β-D-glucana sintase. 

D) A flucitosina atua como um potente antimetabólito que causa a inibição da síntese de DNA e de 

proteínas. Adaptado de (Robbins, Wright e Cowen, 2016). 

1.4 Mecanismos de resistência aos antifúngicos 

 A resistência aos antifúngicos, seja intrínseca (primária) ou adquirida 

(secundária), pode resultar em piores resultados clínicos ou até a falha no tratamento 
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das infecções invasivas. As falhas no tratamento utilizando o antifúngico de primeira 

escolha em pacientes imunocomprometidos tem afetado 20 a 60% nos casos de 

candidíase invasiva e 40 a 60% em pacientes acometidos por aspergilose invasiva 

(Nucci e Perfect, 2008).  

 A pressão exercida pelo uso dos antifúngicos pode selecionar infecções 

causadas por cepas intrinsicamente resistentes, ou até cepas que adquirem 

resistência durante tratamentos prolongados (Beardsley et al., 2018). Além disso, os 

azóis têm sido utilizados no tratamento de infecções fúngicas em humanos e na 

agricultura. O uso dessa classe na agricultura é devido ao baixo custo, ao amplo 

espectro de ação e a resistência da estrutura molecular podendo persistir no ambiente 

por longos períodos. Assim, os resíduos de bioativos azólicos presentes no solo, na 

água e nas plantas contribuem para o aumento da resistência a classe de antifúngicos 

(Nguyen, Truong e Bruning, 2021).  

 As cepas de C. auris são consideradas multirresistentes por apresentarem 

resistência intrínseca a um, mais ou às vezes a todos os antifúngicos disponíveis 

(Ahmad e Alfouzan, 2021). Até o momento, aproximadamente 90% de isolados de 

C.auris apresentam resistência ao fluconazol, 50% ao voriconazol, 15-30% de 

resistência à anfotericina B e 2-8% de resistência às equinocandinas (Ahmad e 

Alfouzan, 2021; Tortorano et al., 2021). A alta resistência aos azóis e variabilidade de 

susceptibilidade às outras classes torna o tratamento da infecção por C.auris 

desafiadora (Ahmad e Alfouzan, 2021).  

 A resistência de C. auris aos azóis foi associada a mutações (F126L, Y132F, 

K143R, VF125AL) no gene erg11 que codifica a enzima lanosterol C-14 demetilase. 

Isolados de C.auris com resistência a caspofungina apresentaram mutações (S639F) 

em Fks1. Além disso,  alta atividade dos transportadores ABC e MFS foram 

identificadas em cepas resistente de C. auris (Arikan-Akdagli, Ghannoum e Meis, 

2018; Du et al., 2020; Ahmad e Alfouzan, 2021). Os mecanismos de resistência em 

Candida spp. podem serem observados na figura 4. 

 Além de ser um fungo multirresistente aos antifúngicos, a C. auris é 

termotolerante crescendo bem em altas temperaturas (>40ºC), e é osmotolerante 

(>10%). Essas características contribuem para a sobrevivência da C. auris na pele 

humana, superfícies e equipamentos por diversas semanas. Além disso, este fungo 

tem habilidade de formar biofilmes nas superfícies e pode tolerar a exposição a 
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detergentes comumente usados. Esses fatores contribuem para a transmissão em 

ambiente hospitalares (Arikan-Akdagli, Ghannoum e Meis, 2018; Du et al., 2020). 

 

 

Figura 4: Resumo dos principais mecanismos de resistência em Candida sp. A) Interação eficiente 

dos azóis (vermelho) a enzima lanosterol C-14 demetilase (erg11); e interação eficiente das 

equinocandinas (bege) a enzima (1,3)-β-D-glucana sintase, incluindo as três subunidades Fks1, Fks2 

e Fks3, e a subunidade regulatória Rho1. B) Redução da interação dos azóis devido a mudanças 

conformacionais da enzima lanosterol C-14 demetilase. C) Redução da eficácia dos azóis devido ao 

aumento na produção da lanosterol C-14 demetilase. D) Redução da eficácia dos azóis devido a não 

ativação da produção dos azóis tóxicos. E e F) Redução da eficácia dos azóis devido ao aumento na 

atividade das bombas de efluxo. G) Redução da eficácia dos azóis devido a absorção de esteróis 

exógenos. H) Mudanças conformacionais nas subunidades da (1,3)-β-D-glucana sintase reduzindo a 

interação com as equinocandinas.  Adaptado de (Beardsley et al., 2018). 

 O surgimento de resistência secundária aos azóis em cepas de A. fumigatus tem 

sido preocupante desde o primeiro relato em 1997, considerando que essa classe é a 

primeira escolha terapêutica para os casos de aspergiloses, como a aspergilose 

pulmonar crônica e aspergilose broncopulmonar alérgica que requerem tratamentos 

de longo prazo (Denning et al., 1997; Arikan-Akdagli, Ghannoum e Meis, 2018). Desde 

então, a resistência do A. fumigatus em ambientes hospitalares e no meio ambiente 

tem sido relatada em diversos países (Figura 6). 
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 Estudos de vigilância mundial identificarm que mais de 50% dos isolados clínicos 

de A. fumigatus resistentes aos azóis apresentam mutações pontuais no gene cyp51A 

associadas a alterações nos aminoácidos M220, G54, G138, G448S e L98H, como 

também inserções repetidas variáveis em tandem na região promotora (TR34/L98H 

ou TR46/Y121F/T289A) (Arikan-Akdagli, Ghannoum e Meis, 2018; Beardsley et al., 

2018). Considerando as cepas resistentes encontradas no ambiente, em 75% foram 

encontradas o alelo cyp51A sendo TR34/L98H. Entretanto, na América do Sul, o alelo 

mais frequente associado a resistência aos antifúngicos azólicos foi o Y121F/T289A 

(Burks et al., 2021). Os mecanismos de resistência em Aspergillus spp. podem serem 

observados na figura 5. 

 

 

Figura 5: Resumo dos principais mecanismos de resistência em Aspergillus sp. A) Ligação 

eficiente dos azóis (vermelho) a enzima lanosterol C-14 demetilase (erg11); e ligação eficiente das 

equinocandinas (bege) a enzima (1,3)-β-D-glucana sintase, incluindo as três subunidades Fks1, Fks2 

e Fks3, e a subunidade regulatória Rho1. B) Ligação redução dos azóis devido a mudanças 

conformacionais da enzima lanosterol C-14 demetilase. C) Redução da eficácia dos azóis devido ao 

aumento na produção da lanosterol C-14 demetilase. D) Redução da eficácia dos azóis devido a não 

ativação da produção dos azóis tóxicos. E) Redução da eficácia dos azóis devido ao aumento na 

atividade das bombas de efluxo. Adaptado de (Beardsley et al., 2018). 
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Figura 6: Mapa mostrando os diversos países (em verde) onde vários isolados de A. fumigatus 

resistentes aos azóis foram identificados em ambientes hospitalares e no meio ambiente. Fonte: 

(Wiederhold, 2023). 

 

1.5 Biossíntese do ergosterol 

 Os esteróis são componentes essenciais das membranas celulares eucarióticas 

responsáveis pela manutenção da integridade, fluidez e permeabilidade. Eles também 

têm outras funções como de regulação da atividade de enzimas que interagem com a 

membrana, formação e função de microdomínios, transporte e ciclo celular. O esterol 

mais importante nos animais é o colesterol, que também é precursor da síntese de 

vitamina D, ácidos biliares e hormônios esteróides (Maxfield e Tabas, 2005). Os 

esteróis vegetais são chamados de fitoesteróis. Eles são essenciais para o 

crescimento e desenvolvimento da planta e desempenham um papel importante na 

adaptação ao estresse (Tarkowská e Strnad, 2016). O principal esterol fúngico é o 

ergosterol, considerado também como o “hormônio fúngico” podendo estimular o 

crescimento e proliferação (Dufourc, 2008; Jordá e Puig, 2020). Cada um desses 

esteróis é o produto final de uma longa via biossintética de várias etapas que deriva 

de uma via inicial comum (acetil-CoA até epóxido de esqualeno) (Dupont et al., 2012; 

Finn et al., 2015) (Figura 7). 

 Estudos em S. cerevisiae, C. albicans e C. neoformans mostraram que o 

ergosterol atua como um lipídio imunoativo que induz a piroptose celular (Silver, Oliver 

e White, 2004; Koselny et al., 2018; Rodrigues, 2018). Além disso, o ergosterol é 

essencial para a manutenção do DNA mitocondrial em S. cerevisiae (Cirigliano et al., 
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2019). A abundância de ergosterol é um fator crítico para a adaptação fúngica frente 

ao estresse (Kodedová e Sychrová, 2015; Jordá e Puig, 2020; Oliveira et al., 2020). 

 

Figura 7: Via simplificada de biossíntese de esterol nos eucariotas. Adaptado de (Dupont et al., 2012) 

 A via de biossíntese do ergosterol é bem estudada em Saccharomyces cerevisiae 

(Fryberg, Oehlschlager e Unrau, 1973). Esta via é um processo complexo com gasto 

energético considerável no qual envolvem diversas enzimas. Em S. serevisiae, a 

biossíntese de uma molécula de ergosterol requer o consumo de pelo menos 24 

moléculas de ATP e 16 moléculas de NADPH (Hu et al., 2017). De acordo com as 

características do produto intermediário, a via de biossíntese pode ser dividida em três 

módulos. O primeiro módulo é conservado entre todos os eucariotos, ocorre na 

mitocôndria e resulta na formação do mevalonato a partir do acetil-CoA. O segundo 

módulo envolve a formação do farnesil pirofosfato a partir do mevalonato e ocorre nos 

vacúolos. O terceiro módulo envolve a biossíntese do ergosterol a partir do farnesil 

pirofosfato e ocorre no retículo endoplasmático, citoplasma e partículas lipídicas. As 

enzimas esqualeno epoxidase (erg1), esterol 3 ceto-redutase (erg27) e esterol C-24 

metiltransferase (erg6) podem ocorrer em duas organelas: retículo endoplasmático e 

partículas lipídicas (Hu et al., 2017; Chiu et al., 2019; Liu et al., 2019; Jordá e Puig, 

2020). Como o oxigênio é requerido para as múltiplas reações deste último módulo, a 

disponibilidade do oxigênio afeta significantemente a síntese do ergosterol. As 

enzimas codificadas pelos genes erg são alvos da maior classe de antifúngicos, os 

azóis. A esterol C-24 metiltransferase (erg6), tem se tornado um alvo para a nova 

geração de antifúngicos pois não participa da biossíntese do colesterol (Kodedová e 

Sychrová, 2015) (Figura 8).  
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Figura 8: Via de biossíntese do ergosterol em S. cerevisiae. *Cinza: via alternativa utilizada por 

alguns fungos. As enzimas participantes e os genes que as codificam estão descritos. SMT: esterol C-

24 metiltransferase. X: via não compartilhada com os fungos. Caixa azul: via de biossíntese do 

mevalonato. Caixa verde: via de biossíntese do farnesil-PP: Caixa marrom: via de biossíntese do 

ergosterol. Adaptado de (Alcazar-Fuoli et al., 2008; Chiu et al., 2019; Liu et al., 2019).  

 

1.5.1 Esterol C-24 metiltransferase  

 A capacidade dos fungos de adicionar um grupamento metil no C-24 dos esteróis 

é o que difere a via de biossíntese de esterol de humanos para a dos fungos 

(Georgopapadakou, 1998). A enzima responsável por catalisar esta reação de 

transmetilação é a esterol c-24 metiltransferase (SMT, 24-SMT, EC 2.1.1.41), sendo 

esta codificada pelo gene erg6 (McCammon et al., 1984).   

O gene erg6 já foi caracterizado geneticamente em diversos fungos como S. 

cerevisiae, Kluyveromyces lactis, Candida glabrata, Candida albicans, Cryptococcus 

neoformans e Pneumocystis carinii (Jensen-Pergakes et al., 1998; Kaneshiro et al., 

2015; Konecna et al., 2016; Oliveira et al., 2020; Elias et al., 2022). A deleção do gene 



 

38 

 

erg6 não foi letal para esses fungos. Entretanto, mutações de função deste gene 

resultaram em alterações na susceptibilidade do fungo aos fármacos e como também 

fenótipos de crescimento defeituosos relacionados à integridade e permeabilidade da 

membrana. Estudos recentes mostraram que a perda de atividade do gene erg6 em 

C. albicans, seja por meio da redução da expressão do gene ou por meio da inibição 

farmacológica da enzima SMT, resultaram no bloqueio da transição morfológica de 

levedura para hifa e reduziu significantemente a virulência (Jin et al., 2023a, 2023b). 

Além disso, estudos recentes mostram que o gene erg6 é essencial para a viabilidade 

das espécies de Aspergillus (Xie et al., 2024). 

Nos fungos, a reação catalisada pela SMT é do tipo substituição nucleofílica 

bimolecular (SN2) que inclui um doador do grupamento metil (S-adenosil-L-metionina, 

AdoMet, SAM) e o esterol aceptor (lanosterol ou zimosterol) e é caracterizada pela 

reorganização de pelo menos três ligações: (a) a clivagem da ligação C-S no SAM, 

(b) a formação de uma ligação C-C no esterol aceptor com deslocamento 1,2 de 

hidreto na face oposta (face si) da dupla ligação do substrato aceptor, e (c) a perda 

de um próton do doador ou aceptor (Nes, 2003). Em S. cerevisiae, a reação de C-

metilação ocorre por meio da interação do substrato aceptor com a SMT na orientação 

que possibilita que os elétrons π da dupla ligação do C-24 do substrato realize um 

ataque nucleofílico (face Si) ao grupo S-CH3 do SAM. A reação forma um 

intermediário de alta energia possuindo um grupo 24β-metil e um íon carbênio ligado 

entre a ligação 24,25 ou um carbocátion transiente. Após o rearranjo 1,2 de hidreto do 

H-24 para o C-25, ocorre eliminação de um próton no C-28, formando os produtos: 

uma estrutura 24(28) metileno e a S-adenosil-L-homo-cisteína (AdoHcy, SAH) (Nes, 

2000; Zhou et al., 2004; Jayasimha et al., 2006) (Figura 9).  
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Figura 9: Mecanismo de ação da enzima esterol C-24 metiltransferase de S. cerevisiae. (A) 

Nu:núcleo. B- direita: contribui para a reação de transferência do grupamento metila servindo como um 

agente desprotonante. B- esquerda: auxilia no ancoramento do zimosterol ao complexo enzima 

substrato por meio de interações de hidrogênio; Si-face: face de trás.  (B) Reação de C-metilação 

enfatizando o intermediário. Adaptado de (Nes, 2000; Zhou et al., 2004).  
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2 JUSTIFICATIVA  

A maioria das infecções fúngicas invasivas afeta pacientes com 

imunodeficiência severa, como aqueles em internação prolongada em unidade de 

terapia intensiva, com alterações metabólicas graves e/ou imunossupressão. Estima-

se um aumento das infecções fúngicas invasivas ao longo do tempo, decorrente do 

aumento da incidência de câncer e do uso de terapias médicas imunossupressoras e 

invasivas. Em casos de candidíase invasiva, a taxa de mortalidade chega a 60%, e 

em casos de aspergilose invasiva, a 80%, ambas em pacientes com fatores de risco 

como diabetes, internação em UTI, câncer, transplantes, imunossupressão, 

neutropenia e infecção por HIV. O tratamento com os antifúngicos atualmente 

disponíveis apresenta diversas limitações: alta toxicidade, número limitado de 

antifúngicos, interações medicamentosas, biodisponibilidade reduzida e o 

desenvolvimento de resistência aos medicamentos disponíveis, especialmente nos 

casos de infecções por C. auris e A. fumigatus. Portanto, existe uma necessidade 

crescente de desenvolver novos fármacos eficazes para o tratamento das infecções 

fúngicas. 

É importante destacar que identificar novos alvos de drogas é um desafio, pois 

os fungos e os humanos são organismos eucarióticos. Estudos mostram que 

mutações no gene erg6 causam alterações na susceptibilidade dos fungos aos 

fármacos, levam à formação de fenótipos com crescimento defeituoso, relacionados 

à integridade e permeabilidade da membrana, e bloqueiam o processo de dimorfismo. 

Dados recentes também demonstraram que o gene erg6 é essencial para o fungo 

Mucor lusitanicus e para a viabilidade das espécies de Aspergillus. Além disso, o gene 

da esterol C-24 metiltransferase (SMT) está ausente no genoma humano, o que indica 

esse alvo como promissor. Portanto, este trabalho buscou a caracterização estrutural 

e enzimática das esterol C24-metiltransferases de C. auris e A. fumigatus como parte 

de uma estratégia para o desenvolvimento de antifúngicos potentes e seletivos. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

O presente trabalho teve como objetivo fornecer informações estruturais e 

funcionais das esterol C24-metiltransferases de C. auris e de A. fumigatus para o 

desenvolvimento de antifúngicos potentes e seletivos. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Produzir as esterol C24-metiltransferases de C. auris e de A. fumigatus em 

sistema de expressão de Escherichia coli.  

• Purificar as esterol C24-metiltransferases de C. auris e de A. fumigatus. 

• Caracterizar funcionalmente as esterol C24-metiltransferases de C. auris e de 

A. fumigatus por meio de ensaio enzimático. 

o Determinar a via de biossíntese do ergosterol por meio da definição do 

substrato utilizado por cada enzima estudada. 

o Determinar a afinidade de cada enzima pelos substratos. 

o Determinar os parâmetros cinéticos de cada enzima estudada. 

o Identificar inibidor para cada enzima estudada. 

• Caracterizar as estruturas das esterol C24-metiltransferases de C. auris e de 

A. fumigatus por dicroísmo circular. 

o Avaliar o efeito do pH e temperatura na estabilidade e na estrutura 

secundária das enzimas. 

• Predizer a estrutura tridimensional das esterol C24-metiltransferases de C. 

auris e de A. fumigatus. 

• Analisar a especificidade de interação dos substratos para cada enzima por 

meio de docking molecular. 

• Obter cristais das esterol C24-metiltransferases de C. auris e de A. fumigatus, 

assim como dos complexos com os substratos.  
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4 METODOLOGIA 
 

4.1 Transformação de E. coli BL21 (DE3) com os plasmídeos de expressão 

A sequência de aminoácidos correspondente às esterol C24-metiltransferases de 

C. auris e A. fumigatus foi obtida no UniProt. As enzimas foram identificadas como 

CauSMT e AfSMT, respectivamente. Outras sequências desses fungos, disponíveis 

no banco de dados, foram analisadas, mostrando-se 100% idênticas. As sequências 

foram submetidas a análises de predição de hélices transmembrânicas pelo servidor 

TMHMM Server v. 2.0, de domínios conservados e de sítios de clivagem por meio do 

banco de dados CDD do NCBI, predição de sítios de N-glicosilação pelo servidor 

NetNGlyc 1.0 Server e predição de pontes dissulfeto por meio do software DIPro. Além 

disso, as sequências foram desenhadas para otimizar os códons preferenciais 

utilizados por Escherichia coli, sendo adicionados sítios de restrição para XhoI e NdeI. 

O gene foi sintetizado e clonado pela empresa GenOne. 

Com o objetivo de aumentar a quantidade de plasmídeo, primeiramente, 100 µL 

de células competentes de Escherichia coli DH5-α e 1 µL do vetor de expressão 

CauSMT-pET28a e AfSMT-pET28a (40 ng/mL) foram misturados. Em seguida, o 

protocolo de transformação por choque térmico foi seguido conforme descrito no item 

4.2. 

Logo após, uma colônia recombinante de E. coli foi adicionada a 5 mL de meio 

LB com 5 µL de ampicilina (100 mg/mL) e incubada a 37 ºC, sob agitação, por 12 

horas. A cultura foi centrifugada a 12.000 x g por 5 minutos. O DNA plasmidial foi 

purificado utilizando o kit NucleoSpin® Plasmid da Macherey-Nagel, conforme as 

recomendações do fabricante. 

A transformação de E. coli BL21 (DE3), E. coli BL21 (DE3) pLysE, BL21 (DE3) 

pLysS, Lemo21 (DE3) e pGro (DE3) com o vetor de expressão CauSMT-pET28a e 

AfSMT-pET28a foi realizada adicionando-se 1 µL do vetor (40 ng/mL) a 100 µL de 

células competentes. Em seguida, o protocolo de transformação por choque térmico 

foi seguido conforme descrito no item 4.2. 

 

4.2 Transformação de células de E. coli por choque térmico 

 As células foram incubadas em gelo por 45 minutos e logo em seguida a 42 ºC 

por 90 segundos. Após o choque térmico, as células foram incubadas no gelo durante 
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5 minutos. Após esta etapa, 900 µL de meio de cultura LB (peptona e caseína 1% 

(m/v), NaCl 1% (m/v) e extrato de levedura 0,5% (m/v)) foram adicionados às células, 

que em seguida foram incubadas a 37 ºC durante 1 h. Subsequentemente, 200 µL da 

cultura foram plaqueados em 25 mL de meio LB sólido (peptona e caseína 1% (m/v), 

NaCl 1% (m/v) e extrato de levedura 0,5% (m/v) e ágar 2% (m/v)), suplementado com 

canamicina 50 μg/mL e 34 μg/mL de cloranfenicol para as transformações com as 

células de E. coli BL21 (DE3) pLysE, BL21 (DE3) PlysS, Lemo21 (DE3) e pGro (DE3) 

e canamicina 50 μg/mL para as células de E. coli BL21 (DE3). As placas foram 

incubadas a 37 ºC por 16 h para o crescimento das colônias.  

 

4.3 Produção heteróloga da CauSMT e da AfSMT em sistema de expressão de 

Escherichia coli 

Um dos clones recombinantes (item 4.2) foi inoculada em 5 mL de meio LB 

líquido no qual foram adicionados canamicina 50 μg/mL e 34 μg/mL de cloranfenicol 

para as transformações com as células de E. coli BL21 (DE3) pLysE, BL21 (DE3) 

PlysS, Lemo21 (DE3) e pGro (DE3) e canamicina 50 μg/mL para as células de E. coli 

BL21 (DE3). A cultura foi incubada a 37 ºC por 16 h, sob agitação (220 r.p.m.). 1,25 

mL deste inóculo inicial foi adicionado a 25 mL de meio LB com canamicina 50 μg/mL 

e 34 μg/mL de cloranfenicol para as transformações com as células de E. coli BL21 

(DE3) pLysE, BL21 (DE3) PlysS, Lemo21 (DE3) e pGro (DE3)) e canamicina 50 μg/mL 

para as células de E. coli BL21 (DE3). A cultura foi incubada a 37 ºC em agitação até 

a O.D.600 (densidade ótica em 600 nm) alcançar o valor de 0,6 a 0,8. Atingida a O.D.600, 

1 mL de cultura pré-indução foi coletado e centrifugado a 12.000 x g por 3 min. 

Posteriormente, a cultura foi induzida com IPTG (concentração final 1 mM). Após 6 h 

de indução, o cultivo final com O.D.600 de 2,0 foi submetida a centrifugação a 9.200 x 

g por 20 min. 

 

4.4 Análise da expressão por SDS-PAGE  

Baseando-se na O.D.600 do precipitado celular obtido no item 4.3, a concentração 

do mesmo foi ajustada de forma que se tornassem iguais, para isto, as amostras foram 

ressuspendidas em tampão de amostra Laemmli 1x (200 mM Tris-HCl pH 6.8, SDS 

10% (m/v), 10 mM β-mercaptoetanol, azul de bromofenol 0,05% (m/v) e 40% de 

glicerol). Depois de ressuspendidas, as amostras foram fervidas a ~95 ºC em banho-
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maria por 15 min. O gel separador 12% (m/v) foi preparado utilizando-se 3 μL de 

TEMED, 150 μL de SDS 10% (m/v), 50 μL de PSA (persulfato de amônia) 10% (m/v), 

1,25 mL de Tris-HCl pH 8,8, 2 mL de acrilamida 30% (m/v) e 1,7 mL de água destilada. 

O gel concentrador 5% (m/v) foi preparado utilizando-se 75 μL de SDS 10% (m/v), 3 

μl de TEMED, 25 μL de PSA 10% (m/v), 340 μL de Tris-HCl pH 6,8, 420 μL de 

acrilamida 30% (m/v) e 1,75 mL de água destilada. 20 μL da amostra foram 

adicionados à canaleta do gel, o qual foi corrido em tampão de corrida (Tris-HCl 25 

mM, glicina 200 mM e SDS 0,1% (m/v)) a aproximadamente 160 V e 45 mA. Após a 

eletroforese, o gel foi corado com solução de Commassie (Commassie brilliant blue 

R-250 0,1% (m/v), etanol 50% (v/v) e ácido acético 10% (v/v)) por 12 h e descorado 

com ácido acético 20% (v/v) (Laemmli, 1970). 

 

4.5 Teste de Solubilidade de CauSMT e da AfSMT 

O precipitado celular resultante do cultivo foi ressuspendido em tampão de lise 

(Tris 75mM pH 7,6, NaCl 300 mM, glicerol 5%) e sonicado usando o Vibra Cell Sonics 

por 15 minutos seguindo os seguintes parâmetros: ciclos de 45 segundos de lise e 1 

minuto de descanso. O precipitado celular foi separado do sobrenadante por 

centrifugação a 14.400 x g durante 30 minutos a 4 ºC. A eletroforese por meio de SDS 

PAGE 12% (m/v) (item 4.4) foi realizada com alíquotas do sobrenadante e do 

precipitado celular a fim de avaliar a solubilidade da proteína de interesse.  

 

4.6 Otimização da produção de CauSMT e da AfSMT 

Colônias de cada transformação de células de E. coli BL21 (DE3) e BL21 (DE3) 

PlysS foram inoculadas em 25 mL de meio auto-indutor ZYM-5052 contidos em 

Erlenmeyer de 250 mL aletados (Tabela 2). A cultura foi incubada a 37 ºC e após 16 

h de expressão heteróloga, o cultivo final foi submetido a centrifugação a 9.200 x g 

por 20 min. O precipitado celular foi armazenado a -4ºC para realizar o teste de 

solubilidade (item 4.5). 

Posteriormente, foi realizada novamente a transformação de E. coli BL21 (DE3) 

e BL21 (DE3) PlysS com vetor de expressão CauSMT-pET28a e AfSMT-pET28a. No 

qual foi adicionado o volume de 1 µL do vetor (40 ng/mL) a 100 µL de células de 

competentes. Em seguida, seguiu-se o protocolo de transformação por choque 

térmico conforme item 4.2., diferenciando que nesse experimento foi utilizado o meio 
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de cultura MDG sólido e líquido (Tabela 2). Posteriormente, três colônias de cada 

transformação de células de E. coli BL21 (DE3) e BL21 (DE3) PlysS foram inoculadas 

em 5 mL de meio líquido MDG com os antibióticos já citados anteriormente (Tabela 

1). A cultura foi incubada a 37 ºC por 16 h, sob agitação (220 r.p.m.) 25 µL deste 

inóculo inicial foi adicionado a 25 mL de meio ZYM-5052 (Tabela 2) contidos em 

Erlenmeyer de 250 mL aletados. A cultura foi incubada a 37 ºC e após 16 h de 

expressão heteróloga, o cultivo final foi submetido a centrifugação a 9.200 x g por 30 

min. 

 

Tabela 1. Composição do meio de cultura mínimo MDG (Studier, 2005).  

Na2HPO4 25 mM 

KH2PO4 25 mM 

NH4Cl 50 mM 

Na2SO4 5 mM 

MgSO4.7H2O 2 mM 

FeCl3 0,06 mM 

glicose 0,5% 

glicose 0,5% 

Tabela 2. Composição do meio de cultura auto-indutor ZYM-5052 (Studier, 2005). 

Peptona 1% 

Extrato de levedura 0,5% 

Na2HPO4 25 mM 

KH2PO4 25 mM 

NH4Cl 50 mM 

Na2SO4 5 mM 

MgSO4.7H2O 2 mM 

FeCl3 0,06 mM 

glicerol 0,5% 

glicose 0,05% 

lactose 0,2% 

 

 O precipitado celular foi armazenado a -4ºC para realizar o teste de 

solubilidade (item 4.5). 

 

4.7 Produção heteróloga da CauSMT e da AfSMT em sistema de 

expressão de Escherichia coli e purificação por cromatografia de 

afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC)  

A expressão heteróloga em grande escala foi realizada iniciando-se com a 

adição de 200 µL do inóculo inicial de E. coli BL21 (DE3) transformado (meio de 

cultura MDG) foi adicionado a 500 mL de meio ZYM-5052 contidos em 

Erlenmeyer de 1 L aletados contendo canamicina 50 μg/mL. A cultura foi 

incubada a 37 ºC por 16 h, sob agitação (220 r.p.m.). O cultivo foi submetido a 
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centrifugação a 9.200 x g por 20 min a 4 ºC. O precipitado celular foi 

ressuspendido em tampão Tris 75 mM pH 7,6, NaCl 300 mM, glicerol 5%, 

seguindo se uma proporção de 80 mL para cada precipitado celular obtido da 

expressão de 500 mL de cultivo. As células ressuspensas foram então 

ultrasonicadas (ultrasonicador S250A, Branson Ultrasonics) durante 30 min, com 

dutycicle de 30% e a amplitude de 40%. O lisado resultante foi centrifugado a 

14.400 x g por 30min a 4 ºC. O sobrenadante foi filtrado em uma membrana com 

poro de 0,45 μm.  A purificação foi realizada utilizando-se o equipamento ÄKTA 

Prime (GE Healthcare) e a coluna HisTrap HP de 1 mL (GE Healthcare). O 

tampão Tris 75 mM pH 7,6, NaCl 300 mM, glicerol 5% foram utilizados como 

tampão de ligação e de eluição, com o diferencial de que o de eluição era 

acrescido de 500 mM de imidazol. A amostra filtrada foi injetada na coluna em 

um fluxo de 1,0 mL.min-1. Para a remoção de proteínas contaminantes a coluna 

foi submetida a diversas lavagens com diferentes concentrações de imidazol. 

Após a eluição da proteína, as frações coletadas foram analisadas por 

eletroferese em SDS-PAGE.  

Posteriormente, objetivando a otimização da expressão, 200 µL do inóculo 

inicial de E. coli BL21 (DE3) transformado (meio de cultura MDG) foi adicionado 

a 200 mL de meio ZYM-5052 contidos em Erlenmeyer de 1 L aletados contendo 

canamicina 50 μg/ml. Devido a aeração, foram realizados dois cultivos de 200 

mL para proteína. A cultura foi incubada a 37 ºC por 16 h, sob agitação (220 

r.p.m.). O cultivo foi submetido a centrifugação a 9.200 x g por 20 min a 4 ºC.  O 

protocolo utilizado para a purificação desta otimização foi o mesmo descrito 

previamente. Após a eluição da proteína, as frações coletadas foram analisadas 

por eletroferese em SDS-PAGE. Os cromatogramas foram construídos utilizando 

o programa OriginPro 2023 (Microcal Software Inc., USA). 

 

4.8 Imunodetecção da CauSMT e da AfSMT por Western Blot 

 Para esta análise um gel SDS-PAGE 12 % foi corrido, mas não foi corado 

com a solução corante de Commassie. O gel foi mantido por 15 min em tampão 

de transferência (Tris 48 mM, SDS 0,037%, Metanol 20%, Glicina 39 mM). A 

membrana de nitrocelulase e dois papéis de filtro foram embebidos em tampão 

de transferência.   
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No aparelho Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell foram empilhados um papel 

filtro, membrana, gel e o último papel filtro. Este foi submetido a 15 V por 15 min. 

Após a transferência, a membrana foi incubada em solução de bloqueio (Leite 

desnatado 5%, Tween 0,05% e PBS 1x) por 2h a temperatura ambiente. A 

membrana foi submetida a três lavagens de 5 minutos em tampão PBS (NaCl 

137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10mM, KH2PO4 2 mM) acrescido com Tween 20 

0,05%. Após as lavagens, a membrana foi incubada com o anticorpo monoclonal 

Anti-polihistidina-fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich, A5588) diluído em tampão 

PBS 1X adicionado BSA 1% na proporção 1:1000 por 2h. Em seguida, a 

membrana foi então submetida às três lavagens com PBS 1x acrescido com 

Twwen 20 0,05%. A membrana foi lavada uma vez com tampão APB (NaCl 100 

mM, Tris 100 mM pH 9,5, MgCl 5 mM) e então foi revelada utilizando a solução 

reveladora formada pelos substratos NBT/BCIP (Sigma-Aldrich, B5655).  

 

4.9 Purificação da CauSMT e da AfSMT por cromatografia de exclusão 

molecular (SEC) 

 Objetivando o refinamento da purificação, as frações purificadas por 

cromatografia IMAC após análise de eletroferese em SDS-PAGE foram injetadas 

na coluna Hiload 16/600 Superdex 200 (GE Healthcare). A coluna foi 

previamente equilibrada em tampão Tris 75 mM pH 7,6, NaCl 300 mM, glicerol 

5%, e a amostra foi aplicada em um fluxo de 1,0 mL.min-1. Os picos foram 

coletados e analisados em gel SDS-PAGE 12 %. Os cromatogramas foram 

construídos utilizando o programa OriginPro 2023 (Microcal Software Inc., USA).  

 Para a construção da curva de calibração da coluna foram utilizados para 

blue dextran 2000 (2000 kDa), tireoglobulina (669 kDa), Apoferritina (443 kDa), 

β-amilase (200 kDa), Álcool desidrogenase (150 kDa), Albumina (66 kDa) e 

Anidrase carbônica (29 kDa). A cromatografia das proteínas calibrantes foi 

realizada nas mesmas condições que as cromatografias das proteínas 

analisadas nesse trabalho. Obteve-se uma curva de calibração entre o 

coeficiente de partição Kav contra o log da massa molecular dos calibrantes, 

sendo que: Ve=volume de retenção da proteína V0=volume vazio da coluna 

Vc=volume geométrico da coluna. 
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Kav = Ve – V0/ Vc – V0 (equação 1) 

 
4.10 Otimização da purificação 

 

4.10.1 Purificação da CauSMT e da AfSMT por cromatografia de troca iônica 

(IEX) 

 Outra etapa de purificação foi realizada sendo esta por troca aniônica 

utilizando a coluna HiTrap Q FF. A proteína eluida da cromatografia de exclusão 

molecular passou por uma etapa para remoção do imidazol presente na amostra, 

e após isso foi aplicada na coluna e eluida por gradiente de 50mL de NaCl de 0 

a 1 M em fluxo de 1,0 mL.min-1.  

 

4.10.2 Purificação da CauSMT por IMAC na presença de inibidores de 

proteases 

 A CauSMT foi produzida utilizado o protocolo determinado após a 

otimização descrito no último parágrafo do item 4.7.O cultivo resultante da 

expressão heteróloga foi submetido a centrifugação a 9.200 x g por 20 min a 4 

ºC. O precipitado celular foi ressuspendido em tampão Tris 75 mM pH 7,6, NaCl 

300 mM, glicerol 5%, seguindo se uma proporção de 40 mL para cada 

precipitado celular obtido da expressão de 200 mL de cultivo. Em seguida 

adicionou-se os inibidores de protease aprotinina (0.7 μg/mL), pepstatina (0.7 

μg/mL), PMSF (1mM) e leupeptina (0.5 μg/mL). As células ressuspensas foram 

então ultrasonicadas (ultrasonicador S250A, Branson Ultrasonics) durante 30 

min, com dutycicle de 30% e a amplitude de 40%. O lisado resultante foi 

centrifugado a 14.400 x g por 30min a 4 ºC. As etapas da purificação foram as 

mesmas realizadas no item 4.7. Após a eluição da proteína, as frações coletadas 

foram analisadas por eletroforese em SDS-PAGE. Os cromatogramas foram 

construídos utilizando o programa OriginPro 2023 (Microcal Software Inc., USA). 

 

4.10.3 Purificação da CauSMT por IMAC na presença do agente redutor β- 

mercaptoetanol 

 A fração eluída de 2,5 mL na purificação anterior foi diluída objetivando que 

a concentração de imidazol ficasse a 50 mM. Foi adicionado β- mercaptoetanol 

10mM ao volume de 25 mL, ficando este incubado por 1h30min a 4ºC. Para que 
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a purificação ocorresse totalmente em ambiente redutor, foi adicionado também 

β- mercaptoetanol 10mM nos tampões de ligação e eluição. As etapas da 

purificação foram as mesmas realizadas no item 4.7. Após a eluição da proteína, 

as frações coletadas foram analisadas por eletroferese em SDS-PAGE. 

 

4.10.4 Purificação da CauSMT por ultrafiltração 

 A fração eluída de 50 µL na purificação 4.10.2 foi diluída 20 vezes em 

tampão de ligação (Tris 75 mM pH 7,6, NaCl 300 mM, glicerol 5%). O volume de 

500 mL foi concentrado por ultrafiltração, utilizando o sistema Amicon de 500 mL 

contendo membrana de celulose regenerada de 10 kDa de cut-off. O mesmo 

protocolo foi realizado novamente, só que nesse outro caso foi utilizado a 

membrana de celulose regenerada de 100 kDa de cut-off.  

 

4.11 Análises de mudanças no estado oligomérico da CauSMT por 

Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) 

 Objetivando analisar o efeito da variação da concentração e de agentes 

aditivos no estado oligomérico de CauSMT, foram realizados diversos ensaios 

utilizando a técnica de espalhamento dinâmico de luz (DLS). As medições de 

DLS foram feitas em um Zetasizer Nano Series Nano-ZS (Malvern Instruments, 

Reino Unido) para determinação do tamanho de partícula/moléculas a 20 °C. Um 

laser He-Ne com λ = 633 ηm foi usado para medições, em ângulo de 173°, com 

detecção de retrodispersão, usando a cubeta de plástico. Os experimentos foram 

realizados com a proteína em tampão Tris 75 mM pH 7,6, NaCl 300 mM, glicerol 

5%. Diversas condições de CauSMT foram preparadas conforme tabela 3. Antes 

das medições, as amostras foram centrifugadas a 14.400 x g por 1h a 4 °C, 

filtradas em filtro 0,22 µm estéril e deaeradas por 10 minutos. Previamente a 

cada análise das amostras listadas na tabela 3, foram realizadas a leituras dos 

controles ausentes da proteína. 
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Tabela 3. Diferentes condições testadas de CauSMT pela técnica de espalhamento dinâmico de 

luz.  

 Condições Variações nas Condições 

1 [mg/mL] 1,4 0,7 0,35 0,08 

2 [0,35] + Glicerol 10% 20% 

3 [0,35] + Glicerol1 + CHAPS2 20%1 + 1%2 20%1 + 4%2 

4 [0,35] + Triton X-100 0,5% 

5 [0,35] + Triton X-100 0,05% 0,1% 0,3% 0,5% 

 

4.12 Purificação da CauSMT e AfSMT por IMAC na presença de aditivo 

 A CauSMT foi produzida utilizado o protocolo determinado após a 

otimização descrito no último parágrafo do item 4.7.O cultivo resultante da 

expressão heteróloga foi submetido a centrifugação a 9.200 x g por 20 min a 4 

ºC. O precipitado celular foi ressuspendido em tampão (Tris 75 mM pH 7,6, NaCl 

300 mM, glicerol 5%, Triton X-100 0,1%) seguindo se uma proporção de 40 mL 

para cada precipitado celular obtido da expressão de 200 mL de cultivo. Em 

seguida adicionou-se os inibidores de protease aprotinina (0.7 μg/mL), 

pepstatina (0.7 μg/mL), PMSF (1mM), leupeptina (0.5 μg/mL) e DTT 4 mM. As 

células ressuspensas foram então ultrasonicadas (ultrasonicador S250A, 

Branson Ultrasonics) durante 30 min, com dutycicle de 30% e a amplitude de 

40%. O lisado resultante foi centrifugado a 14.400 x g por 30min a 4 ºC. As 

etapas da purificação foram as mesmas realizadas no item 4.7. Após a eluição 

da proteína, as frações coletadas foram analisadas por eletroferese em SDS-

PAGE. Os cromatogramas foram construídos utilizando o programa OriginPro 2023 

(Microcal Software Inc., USA). 

 

4.13 Determinação do estado oligomérico da CauSMT e AfSMT por SEC 

 Objetivando determinar o estado oligomérico das proteínas purificadas por 

IMAC, as frações foram injetadas na coluna Hiload 16/600 Superdex 200 (GE 

Healthcare). A coluna foi previamente equilibrada em tampão Tris 75 mM pH 7,6, 

NaCl 300 mM, glicerol 5%, Triton X-100 0,1% e a amostra foi aplicada em um 

fluxo de 1,0 mL.min-1. Os picos foram coletados e analisados em gel SDS-PAGE 

12 %. Os cromatogramas foram construídos utilizando o programa OriginPro 

2023 (Microcal Software Inc., USA). 
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4.14 Determinação da concentração da CauSMT e da AfSMT por Bradford 

 A concentração de CauSMT e AfSMT foi determinada pelo método de 

quantificação de proteína, Bradford (Bradford, 1976). Neste método utilizou-se 

albumina sérica bovina – BSA (SigmaAldrich, Alemanha) para obtenção da 

curva-padrão. Em microplaca de 96 poços foram adicionados 250µL de reagente 

de Quick Start Bradford 1x reagente (Bio-Rad, EUA) e 5 µL de amostra. O tempo 

de incubação foi de 5 min a temperatura ambiente, com leitura a 595 ηm em 

microplaca de 96 poços.   

 
4.15 Caracterização enzimática da CauSMT e da AfSMT 

 

4.15.1 Descrição do ensaio enzimático de metiltransferase (MTase-Glo™) 

A caracterização enzimática das esterol C24-metiltransferases de C. auris 

e de A. fumigatus em tampão Tris 75 mM pH 7,6, NaCl 300 mM, glicerol 5%, 

Triton X-100 0,1% foi realizada por meio do kit comercial MTase-Glo™ da 

Promega Corporation (Madison, WI, USA), sendo que este ensaio também 

utilizado por outros grupos de pesquisa para analisar a atividade enzimática de 

metiltransferase (Hsiao, Zegzouti e Goueli, 2016, 2022; Dong et al., 2020).  

O ensaio MTase-Glo™ é composto por: 

• Reagente Methyltransferase-Glo™  

• Solução de detecção Methyltransferase-Glo™ 

• S-adenosil-metionina (SAM) 

• S-adenosil-homocisteína (SAH) 

 

 O ensaio MTase-Glo™ é um ensaio de bioluminescência que monitora a 

atividade de metiltransferase por meio da detecção de formação de SAH. Após 

a reação de metiltransferase, o reagente MTase-Glo™ é adicionado para 

converter SAH em ADP. Posteriormente, adiciona-se a solução de detecção 

MTase-Glo™ que irá converter ADP em ATP, que é então detectado via reação 

de luciferase (Figura 10). O ensaio foi realizado em microplacas brancas de 96 

poços adequadas para ensaios de luminescência. As leituras das placas foram 

realizadas no equipamento GloMax® Discover Microplate Reader (Promega 

Corporation, Madison, USA). 
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Figura 10. Ensaio de metiltransferase MTase-Glo™, Promega Corporation (Madison, WI, USA).  

 

4.15.2 Determinação da especificidade em relação aos substratos esteróis  

 Seguindo recomendações do fabricante, os estoques dos substratos 

zimosterol (700068P-Avanti Polar Lipids, INC) e lanosterol (700063P-Avanti 

Polar Lipids, INC) foram preparados sendo eles dissolvidos em etanol/água 

ultrapura e armazenados a -4°C. Imediatamente antes do uso, as alíquotas eram 

aquecidas a 40°C e sonicadas. Para este primeiro ensaio, as concentrações das 

enzimas e substratos foram determinadas baseando-se nos ensaios realizados 

por Nes, Leaver e colaboradores (Nes, Jayasimha e Song, 2008; Leaver, 2018). 

O ensaio foi realizado com a concentração de CauSMT e AfSMT a 1 µM. As 

atividades de ambas as enzimas foram testadas na presença dos substratos 

zimosterol e lanosterol a 150 μM. Seguindo-se recomendações do protocolo do 

ensaio MTase-Glo™, as reações das metiltransferases foram preparadas 

constituindo se de: enzimas, SAM, zimosterol ou lanosterol e o tampão de reação 

(20 mM Tris pH 8.0, 50mM NaCl, 1mM EDTA, 3mM MgCl2, 0.1mg/ml BSA e 1mM 

DTT). A reação foi incubada a temperatura ambiente por 30 min. Em seguida, 5 

µL do reagente Methyltransferase-Glo™ foi adicionado à reação que foi incubada 

a temperatura ambiente por 30 min. Posteriormente, 25 µL da solução de 

detecção Methyltransferase-Glo™ foi adicionada. A reação foi incubada por mais 

30 min a temperatura ambiente para a reação de luciferase e posterior leitura da 

luminescência. 

  

4.15.3 Determinação da concentração de enzima ótima  

 Após a determinação da atividade de cada enzima frente a cada um dos 

substratos esteróis, este ensaio foi realizado destes a 150 μM e variação 

crescente da concentração de CauSMT e AfSMT (3,9 a 125 nM). Seguindo-se 

recomendações do protocolo do ensaio MTase-Glo™, as reações das 
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metiltransferases foram preparadas constituindo se de: enzimas, SAM, 

zimosterol ou lanosterol e o tampão de reação (20 mM Tris pH 8.0, 50mM NaCl, 

1mM EDTA, 3mM MgCl2, 0.1mg/ml BSA e 1mM DTT). A detecção de formação 

de SAH foi realizada nas mesmas condições descritas no item 4.15.2. O ajuste 

da equação da reta foi realizado usando o programa OriginPro 2023 (Microcal 

Software Inc., USA). 

 

4.15.4 Determinação da constante de afinidade pelos substratos  

 Para a definir a constante de afinidade da CauSMT pelo SAM, o ensaio foi 

realizado em crescentes concentrações do substrato SAM (0,31 μM a 160 μM) 

na presença de zimosterol a 160 μM.   

 Após definição da constante de afinidade do SAM, o ensaio para determinar 

a constante de afinidade da CauSMT pelo zimosterol foi realizado em crescentes 

concentrações do substrato zimosterol (2,5 μM a 160 μM) na presença de 12 

vezes a constante de afinidade de SAM correspondendo a 52,35 μM.  

 Para a definir a constante de afinidade da AfSMT pelo SAM, o ensaio foi 

realizado em crescentes concentrações do substrato SAM (0,31 μM a 160 μM) 

na presença de lanosterol a 160 μM.  

 Após definição da constante de afinidade do SAM, o ensaio para determinar 

a constante de afinidade da AfSMT pelo lanosterol foi realizado em crescentes 

concentrações do substrato lanosterol (20 μM a 640 μM) na presença de 10 

vezes a constante de afinidade de SAM correspondendo a 18,2 μM.  

 Seguindo-se recomendações do protocolo do ensaio MTase-Glo™, as 

reações das metiltransferases foram preparadas constituindo se de: enzimas, 

SAM, zimosterol ou lanosterol e o tampão de reação (20 mM Tris pH 8.0, 50mM 

NaCl, 1mM EDTA, 3mM MgCl2, 0.1mg/ml BSA e 1mM DTT), seguido da adição 

de TFA 0,05% para parar a reação. A detecção de formação de S-adenosil-

homocisteína (SAH) foi realizada nas mesmas condições descritas no item 

4.15.2. O ajuste da curva hiperbólica foi realizado usando o programa OriginPro 

2023 (Microcal Software Inc., USA). 
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4.15.5 Determinação da curva-padrão de SAH 

 O ensaio para obtenção da curva-padrão de SAH foi preparada usando os 

mesmos parâmetros e tampões dos ensaios de titulação das enzimas e 

substratos. A correlação linear da unidade relativa de luminescência (RLU) de 

acordo com a concentração do produto foi realizada mediante a variação 

crescente de SAH (0,009 a 10 μM). Seguindo-se recomendações do protocolo 

do ensaio MTase-Glo™, a diluição de SAH foi preparada utilizando o tampão de 

reação (20 mM Tris pH 8.0, 50mM NaCl, 1mM EDTA, 3mM MgCl2, 0.1mg/ml BSA 

e 1mM DTT). Após a leitura da luminescência, o ajuste da equação da reta foi 

realizado usando o programa OriginPro 2023 (Microcal Software Inc., USA). 

 

4.15.6 Determinação dos parâmetros cinéticos de CauSMT  

Para a determinação dos valores cinéticos de Km e Vmáx a enzima CauSMT 

a 50nM foi incubada em concentrações crescentes de substrato zimosterol (5 

μM a 320 μM) e do substrato SAM a 25 μM. Seguindo-se recomendações do 

protocolo do ensaio MTase-Glo™, a reação da metiltransferase foi preparada 

constituindo se de: enzima, SAM, zimosterol e o tampão de reação (20 mM Tris 

pH 8.0, 50mM NaCl, 1mM EDTA, 3mM MgCl2, 0.1mg/ml BSA e 1mM DTT), 

seguido da adição de TFA 0,05% para parar a reação. Os ensaios foram 

realizados nos tempos de 60, 600, 1.200 e 1.800 segundos, de forma a obter a 

velocidade inicial para cada concentração de substrato testada. A detecção de 

formação de SAH foi realizada nas mesmas condições descritas no item 4.15.2.  

Os parâmetros cinéticos Km e Vmáx foram determinados por meio da relação 

entre velocidade inicial e concentração do substrato seguindo o ajuste da curva 

hiperbólica pela equação de Michaelis-Menten (equação 2), presente no 

programa OriginPro 2023 (Microcal Software Inc., USA): 

 

V = Vmáx [S] / Km + [S] (equação 2) 

 

 Onde S é a concentração de substrato em μM, V0 é a velocidade de reação 

inicial em (μM.min)-1, Vmáx é a velocidade de reação máxima em (μM.min)-1, e Km 

é a constante de Michaelis-Menten ou a concentração de substrato para qual a 

enzima atinge a metade de Vmáx μM. 
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 O kcat em min-1, número de renovação (turnover number) foi calculado a 

partir da equação 3.  

kcat = Vmáx / [Et] (equação 3) 

onde [Et] é a concentração de enzima inicial em nM. 

 
4.15.7 Inibição da atividade enzimática de CauSMT e da AfSMT pela tomatidina 

Seguindo recomendações do fabricante, o estoque do inibidor tomatidina 

(Sigma-Aldrich, T2909) foi preparado sendo  dissolvido em DMSO e armazenado 

a -4°C. Imediatamente antes do uso, as alíquotas eram aquecidas a 40°C e 

sonicadas. O ensaio foi realizado com a concentração de CauSMT a 50 nM e 

dos correspondentes substratos zimosterol a 100 μM e SAM a 25 μM. Para o 

ensaio com a AfSMT, concentração da enzima foi 50 nM e dos correspondentes 

substratos lanosterol 350 μM e SAM a 10 μM. Seguindo-se recomendações do 

protocolo do ensaio MTase-Glo™, as reações das metiltransferases foram 

preparadas constituindo se de: enzimas, zimosterol ou lanosterol, tampão de 

reação (20mM Tris pH 8.0, 50mM NaCl, 1mM EDTA, 3mM MgCl2, 0.1mg/ml BSA 

e 1mM DTT) e reagente Methyltransferase-Glo™, seguido da adição do inibidor. 

A reação foi incubada por 10min a temperatura ambiente. Posteriormente, o 

substrato SAM foi adicionado e a reação foi incubada por mais 30 min a 

temperatura ambiente. A reação de luciferase foi realizada adicionando-se 25 µL 

da solução de detecção Methyltransferase-Glo™ e incubando por mais 60 min a 

temperatura ambiente. A luminescência foi lida logo em seguida. A concentração 

inibitória média (IC50) foi calculada por meio de ajuste não linear para a curva de 

dose-resposta disponibilizada no programa OriginPro 2023 (Microcal Software 

Inc., USA). 

 

4.16 Caracterização estrutural da CauSMT e da AfSMT 

 

4.16.1 Efeito do pH e temperatura nas estruturas secundárias e estabilidade 

estrutural por dicroísmo circular 

Os espectros dicroicos da CauSMT e da AfSMT foram obtidos em um 

espectropolarímetro Jasco J-815 equipado com um sistema de controle de 

temperatura Peltier (Jasco Corporation, Tóquio, Japão). As medidas foram 

realizadas em cubeta de quartzo de 0,05 cm na faixa de 195-260 nm (região far-
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UV) com um intervalo de aquisição de dados 0,1 nm. A concentração da 

CauSMT e da AfSMT e dos tampões utilizados nos ensaios estão listados na 

tabela 4. Três leituras consecutivas foram acumuladas e a média dos espectros 

foi registrada. A contribuição do sinal dos tampões foi subtraída de cada espectro 

proteico coletado.  

A elipticidade de cada comprimento de onda (θ)λ foi convertido em 

elipticidade molar média por resíduo usando a equação 4. 

 

(θ)λ = θλ/ 10 c n L (equação 4) 

 

onde: (θ)λ é a elipticidade (milidegrees); n: número de resíduos de aminoácidos; c: 

a concentração da proteína (mol/L) e L, o caminho óptico (cm). O valor de (θ)λ  é 

descrito em degrees.cm2/dmol (Adler, Greenfield e Fasman, 1973; Woody e 

Dunker, 1996). O percentual de estrutura secundária de CauSMT e AfSMT foi 

estimado por meio dos espectros usando o programa de deconvolução Bestsel 

(Micsonai et al., 2018). Quanto ao percentual de estrutura secundária da estrutura 

tridimensional, este foi obtido usando o algoritmo DSSP (Kabsch e Sander, 1983).  

 

Tabela 4. Condições experimentais da CauSMT e AfSMT em diferentes pHs para análise de 

dicroísmo circular. 

Proteína Concentração Tampão 

AfSMT 

1µM 
Acetato de Sódio 250µM pH 5,6, Glicerol 

0,015%, Triton X-100 0,005%  

1,13 µM 
Tris 510µM pH 7,6, Glicerol 0,03% e Triton 

X-100 0,01% 

1,67 µM 
Borax 540µM pH 9,6, Glicerol 0,03%, Triton 

X-100 0,01% 

CauSMT 

1,49 µM 
Acetato de Sódio 440µM pH 5,6, Glicerol 

0,02% e Triton X-100 0,008% 

1,63 µM 
Tris 460µM pH 7,6, Glicerol 0,02% e Triton 

X-100 0,009% 

2,16 µM 
Borax 540µM pH 9,6, Glicerol 0,03%, Triton 

X-100 0,01% 

 

 
Os ensaios de estabilidade térmica da CauSMT e da AfSMT foram 

conduzidos em diferentes pHs: 5,6, 7,6 e 9,6. As estabilidades nesses pHs foram 

avaliadas monitorando mudanças na elipticidade em 222 nm em temperaturas 
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variando entre 25 e 90 °C com velocidade de aquecimento de 1ºC/min. Os 

espectros dicroicos foram coletados a cada 10 °C, na faixa de 200-260 nm 

(regiões far-UV) com um intervalo de aquisição de dados 0,1 nm. As 

temperaturas de transição entre o estado nativo e desnaturado (Tm) da CauSMT 

e da AfSMT nos diferentes pHs testados foram estimadas pelo ajuste sigmoidal 

das curvas de desnaturação utilizando a equação Boltzmann do programa 

OriginPro 2023.  

 

4.16.2 Análise de sequências e predição da estrutura tridimensional e dos 

oligômeros de CauSMT e AfSMT 

 Os alinhamentos múltiplos foram realizados por meio do Clustal Omega 

(Larkin et al., 2007). A matriz de identidade de sequências foi determinada 

usando o programa Clustal 2.1. Para a melhor visualização, um heat map foi 

construído por meio do programa OriginPro 2023 (Microcal Software Inc., USA). 

A descrição da estrutura secundária e figura do alinhamento múltiplo foi obtida 

usando o software ESPript v. 3.0 (Robert e Gouet, 2014).  

 As predições das estruturas tridimensionais de CauSMT e AfSMT foram 

realizadas pelo AlphaFold usando a plataforma ColabFold disponível no Google 

Laboratory (Jumper et al., 2021; Mirdita et al., 2022). As estruturas oligoméricas 

de ambas as proteínas foram preditas pelo AlphaFold-Multimer (Evans et al., 

2021; Mirdita et al., 2022). As melhores estruturas foram escolhidas pelo 

AlphaFold em que se baseia em dados como em pontuações do teste de 

diferença de distância local prevista por resíduo e global (pLDDT) e o erro médio 

previsto (PAE). As representações gráficas das estruturas de proteínas 

mostradas neste trabalho foram geradas pelo programa PyMOL e UCSF 

ChimeraX (Pettersen et al., 2004; DeLano, 2008; Goddard et al., 2018).  

 

4.16.3 Docking molecular de CauSMT e AfSMT com os substratos e inibidor 

O processo de docagem envolveu a utilização de dois programas distintos, 

GOLD e o AutoDocking Vina (Jones et al., 1997; Trott e Olson, 2010). Ambas as 

proteínas e os seus respectivos ligantes foram docados utilizando o programa 

GOLD, entretanto os resultados de CauSMT não foram compatíveis com o 
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esperado quando comparado aos dados experimentais descritos na literatura.

  

O outro programa utilizado para as análises de docking para CauSMT foi o 

AutoDock Vina (Trott e Olson, 2010). Antes de se realizar esse experimento in 

silico preparou-se tanto a proteína quanto o ligante para a corrida, para isso 

utilizou-se o pacote MGLTools. Para preparar as coordenadas, foram retiradas 

todas as moléculas de água e ligantes da estrutura da proteína, e adicionaram-

se os hidrogênios polares que não estavam presentes no arquivo do PDB. A 

seguir, definiu-se a área em que foi feita a procura das poses (grid box), em 

outras palavras, a região em que o ligante deve interagir center (x = 0.000, 

center_y = 0.000, center_z = -8.034, size_x = 40, size_y = 40, size_z = 40), a 

qual compreende toda a região do sítio ativo. Para realização dos experimentos 

selecionou-se um valor de exhaustiveness, num_modes e energy_range para 

256, 20 e 10, respectivamente. As representações gráficas das estruturas de 

proteínas mostradas neste trabalho foram geradas pelo programa PyMOL 

(DeLano, 2008).  

 

4.16.4 Cristalização da CauSMT e da AfSMT 

A primeira etapa de triagem das condições de cristalização das proteínas 

CauSMT e AfSMT foram realizadas pelo método de difusão de vapor de gota 

pendurada (hanging drop) e de gota sentada (sitting drop). Para isto foram 

testados inicialmente cinco kits: JBScreen Membrane (Jena Bioscience), JCSG 

Plus (Molecular Dimensions), Morpheus (Molecular Dimensions) e Crystal 

Screen (Hamptom Research). As microplacas continham 100 µL de cada uma 

das 96 soluções de cristalização de cada kit que diferenciam entre si pelos 

agentes precipitantes e concentrações; tampões, pHs e concentrações e 

agentes aditivos e concentrações.  

As proteínas contidas em tampão Tris 75 mM pH 7,6, 150 mM NaCl, 1,3% 

Triton e 5% glicerol foram testadas nas concentrações listadas na tabela 5.  
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Tabela 5. Concentrações de CauSMT, AfSMT e SAM utilizadas na etapa de triagem das 

condições de cristalização.  

 Proteína Ligante 

Cristalização 

CauSMT  

[6,41 mg/mL] 
- 

AfSMT  

[7,63 mg/mL] 
- 

Cocristalização 

CauSMT  

[5,93 mg/mL] 

SAM 

[82,8 uM] 

CauSMT  

[5,93 mg/mL 

Zimosterol 

[369,4 uM] 

AfSMT  

[7,30 mg/mL] 

SAM 

[37,3 uM] 

 

Para os ensaios de cocristalização, as proteínas foram incubadas 

previamente com os ligantes por 2h a 4 ºC. As concentrações dos ligantes para 

a cocristalização foram definidas como sendo 10 ou 20x a constante de afinidade 

das proteínas por seus substratos. Gotas de 300 e 450 nL foram obtidas nas 

proporções 1:1, 1:2 e 2:1 (proteína/solução de cristalização) utilizando o robô de 

cristalização Labtech's Mosquito® Crystal. As microplacas foram analisadas 

periodicamente em lupa (modelo SM DIA STAND2 Nikon®) para a verificação 

do surgimento de cristais. 

Após a obtenção de cristais de CauSMT cocristalizado com SAM no 

screening, as etapas de refinamento das condições de cristalização foram 

realizadas por meio do método de difusão de vapor em gota sentada, em placas 

de 24 poços, variando-se o pH, concentração do agente precipitante e 

concentração da proteína no poço. O volume total de cada gota foi de 4 μL, 

sendo que no qual foram testadas proporções de 1:1 e 2:1 da proteína e da 

solução de cristalização. O volume da solução de cristalização utilizado em cada 

poço foi de 500 μL. As placas foram analisadas periodicamente em lupa (modelo 

SM DIA STAND2 Nikon®) para a verificação do surgimento de cristais. 

Além disso, ensaios de cristalização utilizando o método de microbatch 

foram realizados. Esse método consiste na adição da gota com a solução de 

cristalização em uma camada de óleo. A técnica é usada para variar a taxa da 

difusão de vapor usando diferentes proporções de óleo de parafina e de silicone 

(Chayen, 1997). Para o ensaio, 50 μL de oléo de parafina/silicone na proporção 

1:1 foram adicionadas no reservatório e a este foi adicionado a gota de 4uL na 
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proporção 1:1 da proteína e da solução de cristalização. A microplaca utilizada 

nesse experimento foi a de 96 poços fundo redondo e o kit de condições de 

cristalização foi o JCSG Plus (Molecular Dimensions). As proteínas contidas em 

tampão Tris 75 mM pH 7,6, 150 mM NaCl, 1,3% Triton e 5% glicerol foram 

testadas nas concentrações listadas na tabela 6. 

 

Tabela 6. Concentrações de CauSMT, AfSMT, SAM e zimosterol utilizadas no ensaio de 

microbatch.  

 Proteína Ligante 

Cristalização 

CauSMT  

[6,15 mg/mL] 
- 

AfSMT  

[6,15 mg/mL] 
- 

Cocristalização 

CauSMT  

[5,4 mg/mL] 

Zimosterol 

[283,5 uM] 

AfSMT  

[5,93 mg/mL] 

SAM 

[37,3 uM] 

 

 Outra etapa de triagem das condições de cristalização da proteína AfSMT 

e a cocristalização com o substrato SAM foram realizadas pelo método de 

difusão de vapor de gota sentada (sitting drop). Para isto foram testados os kits: 

PactPremier (Molecular Dimensions), JCSG Plus (Molecular Dimensions) e 

Morpheus (Molecular Dimensions). Os parâmetros de cocristalização e obteção 

da gota foram os mesmos descritos previamente para a primeira etapa de 

triagem. As proteínas contidas em tampão Tris 75 mM pH 7,6, 150 mM NaCl, 

1,3% Triton e 5% glicerol foram testadas nas concentrações listadas na tabela 

7. 

 

Tabela 7. Concentrações de AfSMT e SAM utilizadas na etapa de triagem das condições de 

cristalização.  

 Proteína Ligante 

Cristalização 
AfSMT  

[5,43 mg/mL] 
- 

Cocristalização 
AfSMT  

[5,43 mg/mL] 

SAM 

[37,3 uM] 
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4.16.5 Coleta de dados de difração de raios X 

Os cristais da proteína CauSMT e AfSMT com e sem o SAM foram 

analisados por difração de raios X na linha de luz Manacá, do Laboratório 

Nacional de Luz Síncrotron (LNLS-Sirius) (Campinas -São Paulo). Para proteger 

os cristais durante a difração, eles foram imersos em uma solução crioprotetora 

preparada com base na solução de cristalização da proteína, acrescida de 20% 

de glicerol. Os cristais foram removidos das gotas utilizando um loop, colocados 

em pucks e armazenados em nitrogênio líquido até serem transferidos para a 

linha de difração, onde foram expostos aos raios X sob um fluxo contínuo de 

nitrogênio a 100 K. O detector PILATUS2M® foi utilizado para capturar imagens. 

O processamento de dados foi feito com o programa XDS.    
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Produção heteróloga da CauSMT e da AfSMT em sistema de 

expressão de Escherichia coli 

 As cepas de E. coli BL21 (DE3) pLysE, BL21 (DE3) PlysS, Lemo21 (DE3) e 

pGro (DE3) e E. coli BL21 (DE3) transformadas com plasmídeo pET28a-

CauSMT e pET28a-AfSMT foram induzidas com IPTG 1 mM e incubadas a 37 

ºC. As amostras foram coletadas após 6 h da indução. Na figura 11 pode se 

observar por meio do perfil de proteínas totais da E. coli que as proteínas 

heterólogas foram produzidas em todas as cepas, exceto em BL21 (DE3) pLysE, 

correspondendo ao tamanho aproximado de 44,5 kDa para CauSMT e 44,3 kDa 

para AfSMT.  

 

 

Figura 11. Análise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de proteínas totais (PT) obtidas a 

partir produção heteróloga da CauSMT e AfSMT em meio LB. 1: Marcador de massa molecular. 

2: Perfil de PT antes da indução. 3: Perfil de PT após a indução. A: AfSMT em BL21 (DE3). B: 

AfSMT em BL21 (DE3) PlysS. C: AfSMT em BL21 (DE3) pLysE. D: AfSMT em Lemo21 (DE3). 

E: AfSMT em pGro (DE3). F: CauSMT em BL21 (DE3). G: CauSMT em BL21 (DE3) PlysS. H: 

CauSMT em BL21 (DE3) pLysE. I: CauSMT em Lemo21 (DE3). J: CauSMT em pGro (DE3). 

5.2 Teste de Solubilidade da CauSMT e da AfSMT 

 Para avaliar a solubilidade das proteínas, os cultivos de cepas de E. coli 

transformadas com plasmídeo pET28a-CauSMT e pET28a-AfSMT que 

produziram as respectivas enzimas foram lisadas e centrifugadas. Em seguida, 

os precipitados celulares e sobrenadantes resultantes foram analisados em SDS 

PAGE 12%. Percebe-se que maior parte da proteína de interesse forma corpos 

de inclusão, ou seja, está presente na fração insolúvel (Figura 12). 
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Figura 12. Análise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de proteínas totais (PT) obtidas a 

partir produção heteróloga da CauSMT e AfSMT em meio LB. 1: Marcador de massa molecular. 

2: Perfil de PT antes da indução. 3: Precipitado celular das células lisadas e centrifugadas após 

cultivo (fração insolúvel). 4: Sobrenadante das células lisadas e centrifugadas após cultivo 

(fração solúvel). A: AfSMT em pGro (DE3). B: AfSMT em BL21 (DE3). C: AfSMT em Lemo21 

(DE3). D: AfSMT em BL21 (DE3) PlysS. E: CauSMT em pGro (DE3). F: CauSMT em BL21 (DE3). 

G: CauSMT em Lemo21 (DE3). H: CauSMT em BL21 (DE3) PlysS.  

5.3 Otimização da produção da CauSMT e da AfSMT  

 Diante dos resultados anteriores, foi realizada a otimização da produção de 

CauSMT e AfSMT alterando-se o meio de cultura usado durante a produção. 

Neste caso, utilizou-se o meio auto-indutor visando obter alguma condição de 

expressão onde a CauSMT e AfSMT fosse produzida na fração solúvel. Este 

meio de cultura não possui a presença da molécula análoga de alolactose, o 

IPTG. A expressão ocorre através da redução dos níveis de glicose e a ativação 

do operon Lac pela presença de lactose, o que leva ao consequente 

desacoplamento do repressor Lac que bloqueava a região promotora do operon 

em questão. Este meio, em geral, apresenta maior produção da proteína alvo e 

densidade celular por volume de cultura. Além disso, ele possui menor taxa de 

formação de corpos de inclusão, possivelmente devido a uma taxa de 

crescimento mais lenta (Studier, 2005; Faust, Stand e Weuster-Botz, 2015; 

Krause, Neubauer e Neubauer, 2016). 
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 As cepas de BL21 (DE3) PlysS e E. coli BL21 (DE3) transformadas com 

plasmídeo pET28a-CauSMT e pET28a-AfSMT foram cultivadas em meio auto-

indutor e amostras foram coletadas após 16h. Na figura 13 pode se observar por 

meio do perfil de proteínas totais da E. coli que as proteínas heterólogas foram 

produzidas em todas as cepas, correspondendo ao tamanho aproximado de 44,5 

kDa para CauSMT e 44,3 kDa para AfSMT. Para avaliar a solubilidade das 

proteínas, os precipitados celulares resultantes dos cultivos foram lisados e 

centrifugados e analisados em SDS PAGE 12%. Observa-se que a CauSMT foi 

produzida na colônia 1 da cepa BL21 (DE3). A AfSMT foi produzida na colônia 1 

da cepa BL21 (DE3) e na colônia 1 da cepa BL21 (DE3) PlysS. Entretanto, 

apesar de ambas as proteínas de interesse estarem presentes na fração solúvel, 

boa parte ainda forma corpos de inclusão. 

 

Figura 13. Análise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de proteínas totais (PT) obtidas a 

partir produção heteróloga da CauSMT e AfSMT em meio ZYM-5052. 1: Marcador de massa 

molecular. 2: Precipitado celular das células lisadas e centrifugadas após cultivo (fração 

insolúvel). 3: Sobrenadante das células lisadas e centrifugadas após cultivo (fração solúvel). (A) 

I: CauSMT em BL21 (DE3), colônia 1, 2 e 3. II: AfSMT em BL21 (DE3), colônia 1.  (B) II: AfSMT 

em BL21 (DE3), colônia 2. I: CauSMT em BL21 (DE3) PlysS, colônia 1. II: AfSMT em BL21 (DE3) 

PlysS, colônias 1 e 2.  

 Diante desses resultados, outra otimização da produção de CauSMT e 

AfSMT foi realizada. Neste ensaio foi então utilizado o meio de cultura mínimo 

MDG na transformação das cepas e no pré-inóculo, ou seja, foi excluído 

totalmente o meio LB nessas etapas iniciais da expressão heteróloga. Como 

pode ser observado na figura 14, as proteínas de interesse foram produzidas em 

todas as colônias das cepas testadas. Além disso, nesse ensaio, observa-se que 

houve maior rendimento das proteínas nas frações solúveis quando comparado 
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às condições de expressão anteriores. As cepas/colônias com melhores 

resultados foram a AfSMT em BL21 (DE3) colônias 1 e 3, CauSMT em BL21 

(DE3) colônias 2 e 3 e CauSMT em BL21 (DE3) PlysS colônia 3. 

 

Figura 14. Análise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de proteínas totais (PT) obtidas a 

partir da inoculação das células de E.coli transformadas em meio MDG e a produção heteróloga 

da CauSMT e AfSMT em meio ZYM-5052. 1: Marcador de massa molecular. 2: Precipitado 

celular das células lisadas e centrifugadas após cultivo (fração insolúvel). 3: Sobrenadante das 

células lisadas e centrifugadas após cultivo (fração solúvel). (A) AfSMT em BL21 (DE3), colônias 

1, 2 e 3. (B) AfSMT em BL21 (DE3) PlysS, colônias 1, 2 e 3. (C) CauSMT em BL21 (DE3), 

colônias 1, 2 e 3. (D) CauSMT em BL21 (DE3) PlysS, colônia 1, 2 e 3.  

 Os meios de cultura contendo peptona e caseína, como o meio LB, são 

extensivamente utilizados porque possibilitam o crescimento de diversas cepas 

de E. coli com diferentes necessidades nutricionais, e as culturas geralmente 

crescem duas a três vezes mais rápido do que em meios mínimos (Studier, 

2005). Entretanto, o pré-inóculo realizado nesses meios de cultura contém traços 

de lactose e podem causar a indução precoce da proteína de interesse, como 

observado na figura 11. A expressão basal não controlada pode afetar o 

crescimento celular e diminuir o rendimento da produção da proteína de 

interesse.  
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 Não foram encontrados relatos na literatura em que a CauSMT e a AfSMT 

são proteínas tóxicas para E. coli, no entanto estas parecem se comportar como 

tal, onde o meio mínimo MDG, que não contém traços de lactose e que possui 

sais minerais com glicose como fonte de carbono, proporcionou o crescimento 

lento e a não expressão basal resultando no aumento da solubilidade das 

proteínas de interesse.  

 

5.4 Produção heteróloga da CauSMT e da AfSMT em sistema de 

expressão de Escherichia coli e purificação por cromatografia de 

afinidade por íons metálicos imobilizados (IMAC)  

Após a otimização da produção da CauSMT e da AfSMT descrita no item 

anterior, uma colônia de cada cepa de E. coli BL21 (DE3) transformadas com 

plasmídeos pET28a-CauSMT e pET28a-AfSMT foram cultivadas em 500 mL de 

meio auto-indutor, correspondendo a 2% da capacidade do frasco utilizado. 

Como pode ser observado na figura 15 e 16, ambas as proteínas formaram 

corpos de inclusão, ou seja, estão presentes na fração insolúvel. 

 

 

Figura 15. Purificação da CauSMT. A) Perfil cromatográfico da purificação na coluna de 

afinidade por íons metálicos imobilizados.  B) Análise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de 

proteínas totais do processo de purificação da CauSMT. 1: Marcador de massa molecular. 2: 

Precipitado celular das células lisadas e centrifugadas após cultivo (fração insolúvel). 3: 

Sobrenadante das células lisadas e centrifugadas após cultivo (fração solúvel). 4: Flow through. 

5,6 e 7: Frações eluidas durante o gradiente de imidazol.  
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Figura 16. Purificação da AfSMT. A) Perfil cromatográfico da purificação na coluna de afinidade 

por íons metálicos imobilizados.  B) Análise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de proteínas 

totais do processo de purificação da AfSMT. 1: Marcador de massa molecular. 2: Precipitado 

celular das células lisadas e centrifugadas após cultivo (fração insolúvel). 3: Sobrenadante das 

células lisadas e centrifugadas após cultivo (fração solúvel). 4: Flow through. 5 e 6: Frações 

eluidas durante o gradiente de imidazol. 

 As proteínas insolúveis formando agregados são chamadas de corpos de 

inclusão, com perda de conformação da proteína. Os principais fatores que 

contribuem para a formação de corpos de inclusão em E. coli são super 

expressão de proteínas, altos percentuais de pontes dissulfeto exigidos para a 

manutenção da estrutura nativa, esgotamento de chaperonas e proteínas com 

alto grau de hidrofobicidade (Idicula-Thomas e Balaji, 2005).  

 Além disso, alguns dos fatores limitantes para a produção de proteína em 

meio de cultura de alta densidade celular é a aeração, onde conforme o número 

de células crescem por litro, a disponibilidade de oxigênio se torna um fator 

importante que pode influenciar no crescimento (O’Beirne e Hamer, 2000). A 

limitação de oxigênio induz a expressão de mais de 200 genes em uma tentativa 

de ajustar as capacidades metabólicas da célula à disponibilidade de oxigênio, 

o que impede o crescimento ideal do cultivo (Unden et al., 1995).  

 De acordo com Konz e colaboradores, a baixa aeração pode diminuir a 

capacidade metabólica da célula, como por exemplo, do ciclo do ácido cítrico, 

causando a alteração da biossíntese podendo afetar o enovelamento da proteína 

(Konz, King e Cooney, 1998).  

 Para avaliar o efeito da aeração na solubilidade da CauSMT e da AfSMT, 

novos cultivos foram realizados, sendo o volume correspondente a 10% da 
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capacidade do frasco. Como pode ser observado na figura 17B e 18B, a 

presença de grande parte de CauSMT e AfSMT na fração solúvel.  

 

Figura 17. Purificação da CauSMT. A) Perfil cromatográfico da purificação na coluna de 

afinidade por íons metálicos imobilizados.  B) Análise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de 

proteínas totais e purificada do processo de purificação da CauSMT. 1: Marcador de massa 

molecular. 2: Precipitado celular das células lisadas e centrifugadas após cultivo (fração 

insolúvel). 3: Sobrenadante das células lisadas e centrifugadas após cultivo (fração solúvel). 4: 

Flow through. 5 e 6: Frações eluidas durante o gradiente de imidazol. 7 e 8: Frações contendo a 

CauSMT purificada.  

 

Figura 18. Purificação da AfSMT. A) Perfil cromatográfico da purificação na coluna de afinidade 

por íons metálicos imobilizados.  B) Análise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de proteínas 

totais e purificada do processo de purificação da AfSMT. 1: Marcador de massa molecular. 2: 

Precipitado celular das células lisadas e centrifugadas após cultivo (fração insolúvel). 3: 

Sobrenadante das células lisadas e centrifugadas após cultivo (fração solúvel). 4: Flow through. 

5 e 6: Frações eluidas durante o gradiente de imidazol. 7 e 8: Frações contendo a AfSMT 

purificada.  

O segundo pico de eluição, em 342,5 mM de imidazol, corresponde a 

CauSMT (Figura 17A). O perfil da proteína do pico foi analisado em SDS PAGE 



 

63 

 

12% podendo ser observado que a proteína está parcialmente pura no poço 7 e 

8 (Figura 17B). Similarmente, na figura 18A, observa-se o segundo pico de 

eluição, em 336,5 mM de imidazol, corresponde a AfSMT. O perfil da proteína 

do pico foi analisado em SDS PAGE 12% podendo ser observado que a proteína 

está parcialmente pura no poço 7 e 8 (Figura 18B).  Nota-se que ambas as 

proteínas apresentaram interação forte com a coluna de afinidade. 

 

5.5 Imunodetecção da CauSMT e da AfSMT por Western Blot 

 Como descrito no item 4.1, os genes de CauSMT e AfSMT foram clonados 

em pET28a que possuem uma sequência para a síntese de uma cauda com seis 

histidinas (His6x) que possibilitam a purificação por cromatografia de afinidade 

por íons imobilizados. Com o objetivo de confirmar se as proteínas produzidas 

eram as de interesse, o ensaio de Western Blot foi realizado. Como mostra a 

Figura 19, ambas as proteínas foram detectadas apresentando o tamanho 

aproximado de 44,5 kDa para CauSMT e 44,3 kDa para AfSMT.  

  

 

Figura 19. Imunodetecção das proteínas (Western Blot) usando anticorpo anti-His-tag. 1: 

Marcador de massa molecular. 2: CauSMT. 3: AfSMT. 

5.6 Purificação da CauSMT e da AfSMT por cromatografia de exclusão 

molecular (SEC) 

 Utilizando as proteínas parcialmente puras obtidas a partir da cromatografia 

de afinidade foi realizado um novo passo de purificação por SEC. Na figura 20A, 

observa-se que um único pico foi eluido e que este é corresponde a CauSMT 

parcialmente purificada. A massa molecular estimada pela curva de calibração 

foi de 658 kDa (Figura 20B).  Similarmente, na figura 21A, observa-se que um 

único pico foi eluido e que este é corresponde a AfSMT parcialmente purificada. 



 

64 

 

A massa molecular estimada pela curva de calibração foi de 650 kDa (Figura 

21B).  

 

 

Figura 20. Purificação de CauSMT por SEC. A) Cromatograma da purificação mostrando o pico 

eluido. Análise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil da CauSMT pós purificação. B) Curva de 

calibração obtida a partir de proteínas com massa molecular definido.  

 

 

Figura 21. Purificação de AfSMT por SEC. A) Cromatograma da purificação mostrando o pico 

eluido. Análise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil da AfSMT pós purificação. B) Curva de 

calibração obtida a partir de proteínas com massa molecular definido. 

5.7 Otimização da purificação  

5.7.1 Purificação da CauSMT e da AfSMT por cromatografia de troca iônica 

(IEX) 

 Diante dos resultados de purificações parciais já apresentados, diversas 

tentativas de otimizações da purificação de CauSMT e AfSMT foram realizadas, 

como recromatografias de afinidade dos picos eluidos da SEC ampliando o 
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gradiente de imidazol e/ou fazendo lavagens extensas em etapas com imidazol 

(dado não divulgado), mas o perfil proteico apresentado no SDS-PAGE foi o 

mesmo em todos os ensaios.  

 Diante disso, outro método de purificação foi realizado para ambas as 

proteínas correspondendo a cromatografia de troca aniônica. Observa-se nas 

figuras 22 e 23, que o perfil da purificação de CauSMT e AfSMT permaneceu 

inalterado.  

 

Figura 22. Purificação da CauSMT. A) Perfil cromatográfico da purificação na coluna de troca 

iônica. B) Análise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de proteínas obtidas durante o 

processo de purificação da CauSMT. 1: Marcador de massa molecular. 2: Flow through. 3 e 4: 

Frações eluidas durante o gradiente de NaCl.  

 

Figura 23. Purificação da AfSMT. A) Perfil cromatográfico da purificação na coluna de troca 

iônica. B) Análise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de proteínas obtidas durante o 

processo de purificação da AfSMT. 1: Marcador de massa molecular. 2: Flow through. 3 e 4: 

Frações eluidas durante o gradiente de NaCl.  
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5.7.2 Purificação da CauSMT por IMAC na presença de inibidores de 

proteases 

 A fim de se verificar se as quatro bandas menores de 44 kDa observadas 

no SDS-PAGE de CauSMT poderiam ser resultado de degradação por 

proteases, foi realizada a cromatografia de afinidade na presença de quatro 

inibidores de proteases: aprotinina (inibidor de serino protease), pepstatina 

(inibidor de aspartil protease), leupeptina (inibidor de tripsina-like e cisteíno 

proteases) e PMSF (inibidor de serino proteases). Observa-se na figura 24, que 

as frações eluidas apresentam o mesmo padrão das purificações anteriores. 

Portanto, as bandas menores de 44 kDa observadas nas frações eluidas em 

todas as purificações realizadas, não são resultantes de degradação. 

 Considerando que a sequência primária da CauSMT possui 3 resíduos de 

cisteína em sua composição e que estes não formam pontes dissulfeto. Foi 

considerado que provavelmente as Cys presentes na superfície da proteína 

poderiam interagir com proteínas de E. coli durante a expressão heteróloga. 

Assim, foi realizado uma cromatografia de afinidade na presença de agente 

redutor. Entretanto, o resultado mostrou inalteração do perfil proteico da 

purificação, permanecendo similar às purificações anteriores (dado não 

divulgado). 

 

Figura 24. Purificação da CauSMT na presença de inibidores de proteases. A) Perfil 

cromatográfico da purificação na coluna de afinidade por íons metálicos imobilizados.  B) Análise 

em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de proteínas totais e purificada do processo de purificação 

da CauSMT. 1: Marcador de massa molecular. 2: Precipitado celular das células lisadas e 

centrifugadas após cultivo (fração insolúvel). 3: Sobrenadante das células lisadas e centrifugadas 

após cultivo (fração solúvel). 4: Flow through. 5 e 6: Frações eluidas durante o gradiente de 

imidazol. 7, 8, 9 e 10: Frações contendo a CauSMT purificada.  
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5.7.3 Purificação da CauSMT por ultrafiltração 

 A CauSMT em Tris 75 mM pH 7,6, NaCl 300 mM, glicerol 5% apresentou 

mesmo padrão no SDS-PAGE pós purificações por afinidade, por exclusão 

molecular, por troca iônica, na presença de agente redutor e com inibidores de 

proteases. Além disso, o ensaio por ultrafiltração mostrou que as proteínas 

menores de 44 kDa não foram eluidas mesmo usando membrana de cut-off de 

100 kDa (Figura 25). Portanto, inferiu-se a possível formação de hetero-

oligômero de alta massa molecular (673 kDa) da CauSMT (44,5 kDa) com 

proteínas de E.coli, além da ausência de pontes dissulfeto e de interação 

eletrostática na estabilização do hetero-oligômero.  

 

 

Figura 25. Análise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil proteico da CauSMT. 1: Marcador de 

massa molecular. 2: Amostra de CauSMT após o processo de ultracentrifugação utilizando 

membrana com cut-off de 10 kDa. 3: Amostra de CauSMT após o processo de ultracentrifugação 

utilizando membrana com cut-off de 100 kDa. 

  

5.8 Análises de mudanças no estado oligomérico da CauSMT por 

Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) 

 Diante dos resultados anteriores, foram realizados ensaios que consistiram 

na variação da concentração da proteína, na adição de diferentes concentrações 

de glicerol à proteína e na adição de diferentes concentrações dos detergentes 

CHAPS e Triton X-100 à proteína (Tabela 3), com o objetivo de observar o efeito 

desses aditivos no estado oligomérico da proteína. Diversas medidas de 

espalhamento de luz dinâmico foram realizadas a fim de obter dados estimado 

da massa molecular.  
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 O glicerol tem um papel importante na estabilização da estrutura nativa das 

proteínas (Vagenende, Yap e Trout, 2009; Hirai et al., 2018). Os detergentes 

como CHAPS (zwitteriônico) e Triton X-100 (não iônico) são comumente 

utilizados na solubilização de proteínas de membranas (Kalipatnapu e 

Chattopadhyay, 2005).  

 Na tabela 8 observa-se a massa molecular estimada em kDa para CauSMT 

na presença dos aditivos. Não houve mudanças no estado oligomérico da 

CauSMT quando se variou a concentração e nem na presença de diferentes 

concentrações de glicerol e CHAPS. Diferentemente, houve redução do estado 

oligomérico na presença de Triton X-100 (item 4). Observou-se também que o 

percentual mínimo do detergente em que a proteína mantém o menor estado 

oligomérico é 0,1%. 

Tabela 8. Massa molecular estimada em kDa de CauSMT obtida por ensaios de DLS. Condição 

1: Variação da concentração da proteína (1.1: 1,4 mg/mL, 1.2: 0,7 mg/mL, 1.3: 0,35 mg/mL e 1.4: 

0,08 mg/mL). Condição 2: Concentração de glicerol (2.1: Glicerol 10% e 2.2: Glicerol 20%). 

Condição 3: Concentração de CHAPS (3.1: Glicerol 20% + CHAPS 1% e 3.2: Glicerol 20% + 

CHAPS 4%) e Condição 4: Concentração de Triton X-100 (4.1: 0,5%) e Condição 5: 5.1: 0,05%, 

5.2: 0,1%, 5.3: 0,3% e 5.4: 0,5%. 

Condições 
Variações das 

condições 
[mg/mL] 

Massa molecular 

(kDa) 

1 

1.1 1,4 4,8x103  

1.2 0,7 6,49x103 

1.3 0,35 1,58x104 

1.4 0,08 1,28x103 

2 
2.1 

0,35 
1,07x103 

2.2 6,06x103 

3 
3.1 

0,35 
1,33x103 

3.2 4,58x105 

4 4.1 0,35 270,6 

5 

5.1 

0,35 

7x104 

5.2 109 

5.3 121,4 

5.4 131,6 
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O efeito hidrofóbico é a principal força atuante nas associações proteína-

proteína durante a oligomerização das moléculas (Young, Jernigan e Covell, 

1994; Tsai et al., 1997). O resultado deste trabalho mostrou a importância das 

interações hidrofóbicas na estabilização da estrutura da CauSMT, sendo 

demostrado a redução na massa molecular do oligômero com a adição do 

detergente Triton X-100. Este detergente é um surfactante não iônico que 

apresenta um grupo óxido polietileno hidrofílico e um hidrocarbono lipofílico, ou 

seja, um grupamento hidrofóbico que pode mimetizar as interações outrora 

existentes com as proteínas de E. coli.  

 

5.9 Purificação da CauSMT e da AfSMT por IMAC na presença de aditivo 

 Com o dado da redução na massa molecular do oligômero com a adição de 

no mínimo 0,1% de Triton X-100, uma nova expressão foi realizada na condição 

otimizada e para a purificação, desde a etapa de lise, foi adicionado 0,1% de 

Triton X-100. O segundo pico de eluição, em 340 mM de imidazol, corresponde 

a CauSMT (Figura 26A). O perfil da proteína do pico foi analisado em SDS PAGE 

12% podendo ser observado a proteína pura no poço 6 (Figura 26B). 

Similarmente, na figura 27A, observa-se o segundo pico de eluição, em 340 mM 

de imidazol, corresponde a AfSMT. O perfil da proteína do pico foi analisado em 

SDS PAGE 12% podendo ser observado a proteína pura no poço 6 (Figura 27B). 

Nota-se que ambas as proteínas apresentaram interação forte com a coluna de 

afinidade. 

 

 

Figura 26. Purificação da CauSMT. A) Perfil cromatográfico da purificação na coluna de 

afinidade por íons metálicos imobilizados.  B) Análise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de 
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proteínas totais e purificada do processo de purificação da CauSMT. 1: Marcador de massa 

molecular. 2: Precipitado celular das células lisadas e centrifugadas após cultivo (fração 

insolúvel). 3: Sobrenadante das células lisadas e centrifugadas após cultivo (fração solúvel). 4: 

Flow through. 5: Fração eluida durante o gradiente de imidazol. 6: Fração contendo a CauSMT 

purificada. 

 

Figura 27. Purificação da AfSMT. A) Perfil cromatográfico da purificação na coluna de afinidade 

por íons metálicos imobilizados.  B) Análise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de proteínas 

totais e purificada do processo de purificação da AfSMT. 1: Marcador de massa molecular. 2: 

Precipitado celular das células lisadas e centrifugadas após cultivo (fração insolúvel). 3: 

Sobrenadante das células lisadas e centrifugadas após cultivo (fração solúvel). 4: Flow through. 

5: Fração eluida durante o gradiente de imidazol. 6: Fração contendo a AfSMT purificada. 

   A CauSMT e AfSMT pertencem a classe I da superfamília de 

metiltransferases dependentes de S-adenosil-L-metionina (Martin, 2002). 

Diversos estudos caracterizam as esterol metiltransferases (SMT) como 

proteínas associadas à membrana e que podem ser localizadas em diferentes 

frações subcelulares, incluindo o retículo endoplasmático e mitocôndria (Zinser, 

Paltauf e Daum, 1993; Nes, 2000, 2005; Pereira et al., 2010). De acordo com 

David Nes (2000), as SMTs são instáveis e difíceis de purificar com um auto 

rendimento. O autor ainda destaca a importância da definição de condições de 

estabilização das SMTs (Nes, 2000).  

 Nesse trabalho, após diversas otimizações, a CauSMT e AfSMT foram 

purificadas com alto rendimento, estando elas estáveis.  

 

5.10 Determinação do estado oligomérico da CauSMT e da AfSMT por SEC 

 As frações com a CauSMT e AfSMT puras foram utilizadas para o ensaio 

de SEC a fim de determinar o tamanho aproximado da massa molecular que 
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fornecerá dados para determinar o estado oligomérico de cada enzima. Na figura 

28A, observa-se que um único pico foi eluido e que este é corresponde a 

CauSMT pura. A massa molecular estimada pela curva de calibração foi de 234 

kDa, correspondente a um pentâmero (Figura 28B).  Similarmente, na figura 29A, 

observa-se que um único pico foi eluido e que este é corresponde a AfSMT pura. 

A massa molecular estimada pela curva de calibração foi de 185 kDa, 

correspondente a um tetrâmero (Figura 29B). 

 Diversos estudos mostram que as SMTs são tetraméricas:  

• Candida albicans: 178 kDa (Ganapathy et al., 2011) 

• Saccharomyces cerevisiae: 172 kDa*  

• Prototheca: 154 kDa*  

• Arabidopsis thaliana: 158 kDa*  

• Glycine max: 161 kDa*  * (Nes, 2000; Nes, Jayasimha e Song, 

2008) 

 Nesse trabalho, foi determinado que a AfSMT é tetramérica e a CauSMT é 

pentamérica. 

 

 

Figura 28. Purificação de CauSMT por SEC. A: Cromatograma da purificação mostrando o pico 

eluído. Análise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil da CauSMT pós purificação. (B) Curva 

de calibração obtida a partir de proteínas com massa molecular definido. 
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Figura 29. Purificação de AfSMT por SEC. A: Cromatograma da purificação mostrando o pico 

eluído. Análise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil da AfSMT pós purificação. (B) Curva de 

calibração obtida a partir de proteínas com massa molecular definido. 

5.11 Caracterização enzimática da CauSMT e da AfSMT  

 

5.11.1 Determinação da especificidade em relação aos substratos esteróis  

 A fim de determinar qual via de biossíntese de ergosterol a CauSMT e 

AfSMT participavam, foi realizado o ensaio enzimático com cada enzima na 

presença de ambos os substratos. Como pode ser observado na figura 30A, a 

CauSMT tem preferência pelo substrato zimosterol quando comparado ao 

lanosterol. Diferentemente, a AfSMT tem maior atividade enzimática para o 

lanosterol e do que para o zimosterol (Figura 30B).  

 

Figura 30. Identificação dos substratos esteróis utilizados pelas esterol C24-metiltransferases 

CauSMT (A) e AfSMT (B).   
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 Em C. auris, a biossíntese do ergosterol parece similar à que ocorre em C. 

albicans, onde lanosterol é primeiro desmetilado em quatro etapas enzimáticas 

que levam ao intermediário zimosterol e, em segundo lugar, um grupo metil é 

adicionado ao zimosterol pela esterol 24-C-metiltransferase para formar 

fecosterol (Figuras 31 e 33) (Ganapathy et al., 2011; Alcazar-Fuoli e Mellado, 

2013; Oliveira et al., 2020).   

 

Figura 31: Reação de C-metilação catalisada pela CauSMT onde o zimosterol é o substrato 

aceptor formando o fecosterol.  

 Em A. fumigatus, a biossíntese do ergosterol difere de S.cerevisiae e C. 

albicans onde o lanosterol é primeiro transmetilado pela esterol 24-C-

metiltransferase levando ao intermediário eburicol e depois desmetilado em três 

etapas para formar fecosterol (Figuras 32 e 33)  (Alcazar-Fuoli et al., 2008; 

Alcazar-Fuoli e Mellado, 2013). 

 

Figura 32: Reação de C-metilação catalisada pela AfSMT onde o lanosterol é o substrato aceptor 

formando o eburicol. 
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Figura 33: Via alternativa de síntese do lanosterol para o fecosterol. (A) Via de síntese em 

S.cerevisiae. (B) Via de síntese em A. fumigatus (Alcazar-Fuoli et al., 2008; Alcazar-Fuoli e 

Mellado, 2013). 

 A via de biossíntese do ergosterol para A. fumigatus foi determinada por 

meio de análises de intermediários de esteróis e de knockdown de genes que 

codificam enzimas participantes da via (ALCAZAR-FUOLI et al., 2008; 

ALCAZAR-FUOLI; MELLADO, 2013). Neste trabalho, a via alternativa foi 

confirmada por meio de ensaio enzimático.  

 Acredita-se que o fator importante para a especificidade e a eficiência 

enzimática seja a interação entre os resíduos presentes no sítio ativo da SMT 

com substrato esterol-SAM-enzima (Nes, 2000). 

 

5.11.2 Determinação da concentração enzimática ótima  

 A fim de determinar a influência da concentração de enzima na 

atividade enzimática, um estudo foi realizado variando a concentração de enzima 

na presença de uma concentração fixa de substrato. No intervalo de 
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concentração enzimática estudado observa-se linearidade entre a unidade 

relativa de luminescência (RLU) e a concentração de enzima, sendo então 

escolhido a concentração de enzima de 50 nM para a realização dos ensaios 

enzimáticos (Figura 34).  

 

A 

 

B 

 

Figura 34. Efeito da concentração da CauSMT e AfSMT na reação enzimática. (A) Correlação 

linear entre a concentração enzimática de CauSMT em nM e a unidade relativa de luminescência. 

(B) Correlação linear entre a concentração enzimática de AfSMT em nM e a unidade relativa de 

luminescência.  

 

5.11.3 Determinação da constante de afinidade pelos substratos 

 Ao analisar a variação de concentração do substrato zimosterol em 

concentração fixa de CauSMT, observa-se que a constate de afinidade (Km) é 

18,47 ± 0,96 µM. A afinidade de CauSMT por SAM é quatro vezes maior do que 
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a afinidade pelo substrato esterol zimosterol, correspondendo a 4,14 ± 0,82 µM 

(Figura 35A e B). Ao analisar a variação de concentração do substrato lanosterol 

em concentração fixa de AfSMT, observa-se que a constate de afinidade (Km) é 

66 ± 24,29 µM. A afinidade de AfSMT por SAM é trinta e cinco vezes maior do 

que a afinidade por lanosterol, correspondendo a 1,86 ± 0,32 µM (Figura 35C e 

D).  

  

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

Figura 35. Determinação das constantes de afinidade de CauSMT e AfSMT pelos seus 

substratos. (A) Curva de constante de afinidade da CauSMT mostrando efeito da concentração 

do substrato zimosterol (2,5 μM a 160 μM). (B) Curva de constante de afinidade da CauSMT 

mostrando efeito da concentração do substrato SAM (0,31 a 160 μM). (C) Curva de constante de 

afinidade da AfSMT mostrando efeito da concentração do substrato lanosterol (20 μM a 640 μM). 

(D) Curva de constante de afinidade da AfSMT mostrando efeito da concentração do substrato 

SAM (0,31 μM a 160 μM). 
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 Já é bem conhecida a diferença na preferência das SMTs eucarióticas pelos 

esteróis (Jayasimha et al., 2006). Estudo anterior demonstrou a preferência de 

SMT de P. brasiliensis pelo lanosterol cujo o Km foi de 38 µM (Pereira et al., 

2010). Embora já se tenha determinado a maior atividade da SMT de 

Cryptococcus neoformans ser para lanosterol, a constante de afinidade para o 

referido substrato ainda não foi determinada (Nes et al., 2009). A SMT da alga 

saprófita Prototheca wickerhamii tem preferência para cicloartenol, entretanto 

apresenta atividade também para lanosterol tendo o Km de 176 µM (Nes, 2000). 

Observamos que a constante de afinidade pelo lanosterol pode ser variável, 

onde para A. fumigatus é de 66 µM.  

 

5.11.4 Determinação dos parâmetros cinéticos de CauSMT 

Neste trabalho foram obtidos os primeiros valores de cinética enzimática 

para CauSMT. Como mostrado na Figura 36, a CauSMT apresentou Vmáx de 

0,008  0,0005 μM SAH.min-1 e Km de 28,35  7,37 μM.  

 

Figura 36. Curva de Michaelis-Menten mostrando efeito da concentração do substrato zimosterol 

(5 μM a 320 μM) sobre a velocidade da atividade da esterol C24-metiltransferases CauSMT.  

 

 Em C. albicans, a esterol C24-metiltransferase apresenta a Km para o 

zimosterol de 50 μM (Ganapathy et al., 2011). Em Trypanosoma brucei, o Km é 

47 μM (Zhou et al., 2006). Em S. cerevisiae, o Km determinado foi de 17 μM 

(Zhou et al., 2006). Comparando com o mesmo gênero, a CauSMT apresenta 

maior afinidade pelo zimosterol do que a CaSMT. Entre os eucarióticos com 
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especificidade para o substrato zimosterol, a constante de afinidade parece não 

apresentar grandes variações, permanecendo relativamente estável ao longo do 

processo evolutivo. 

 A eficiência catalítica (kcat) de CauSMT para o substrato zimosterol foi de 

0,16 min-1. Já é bem conhecido que a kcat de SMTs é lenta, correspondendo a 

aproximadamente 0,6 min-1 (Nes, 2000; Neelakandan et al., 2009; Pereira et al., 

2010).  A eficiência catalítica lenta típica das SMTs pode ser correlacionada com 

o processo lento de formação de esterol associado com a biogênese da 

membrana durante a proliferação celular, e representa algumas das kcat mais 

lentas da bioquímica celular (Ganapathy et al., 2011).  

 

5.11.5 Inibição da atividade enzimática da CauSMT e da AfSMT pela tomatidina 

 Em busca de identificar um potencial antifúngico para A. fumigatus e C. 

albicans, a atividade enzimática das esterol C24-metiltransferases foi avaliada 

na presença da tomatidina. A tomatidina é um esterol alcalóide encontrado no 

tomate (Solanum lycopersicum L), e é responsável pela defesa contra patógenos 

de plantas e herbívoros (Bailly, 2021).  

Como mostrado na Figura 37, a tomatidina apresentou atividade antifúngica 

contra a CauSMT, onde o IC50 foi de 1,82 μM. Já para AfSMT, a tomatidina não 

inibiu a atividade da enzima. 

  

 

Figura 37. Determinação de IC50 da tomatidina (0,32 μM a 41,66 μM) na atividade enzimática 

das esterol C24-metiltransferases CauSMT (A) e AfSMT (B).  
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Já foi descrito a atividade antifúngica, antiparasitária e bactericida da 

tomatidina, exceto para C. auris e A. fumigatus (Bailly, 2021).  Estudo realizados 

por Dorsaz e colaboradores (2017) mostra que a tomatidina teve atividade contra 

os fungos patogênicos C. albicans (MIC: 0, 31 μM), C. krusei e C. tropicalis (MIC: 

1,25 μM), mas não contra C. glabrata (MIC >40 μg/ mg) (Dorsaz et al., 2017).   

  

 

Figura 38: Comparação entre as estruturas dos substratos de SMT: lanosterol e zimosterol com 

o inibidor tomatidina.  

 O inibidor tomatidina é um análogo do substrato zimosterol, apresentando 

o núcleo similar e uma cadeia lateral ausente a partir do C17. Nos substratos 

aceptores, o grupo metil é transferido para o C24 presente nessa cadeia lateral. 

Outro fator que diferencia a tomatidina dos substratos, são os dois grupos metil 

(C28 e C29) presentes no C4 do lanosterol e ausentes no zimosterol e na 

tomatidina (Figura 38). Esses podem ser alguns dos fatores que não possibilitam 

a inibição de AfSMT quando comparado a CauSMT, além da diferença de 

resíduos no bolsão de interação com os substratos.  

 Como a SMT não existe na via de biossíntese de colesterol presente nos 

humanos (Maxfield e Tabas, 2005; Dupont et al., 2012), a tomatidina pode 

potencialmente ser considerada como um antifúngico e/ou como composto líder 

para o desenho de novos antifúngicos para o tratamento das infecções causadas 

pela C. auris.  
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5.12 Caracterização Estrutural da CauSMT e da AfSMT 

 

5.12.1 Efeito do pH e da temperatura nas estruturas secundárias e estabilidade 

estrutural da CauSMT e da AfSMT por dicroísmo circular  

 Espectros de dicroísmo circular na região distante do UV (190–260 nm) em 

variação crescente de temperatura foram obtidos para verificar mudanças na 

estrutura secundária de CauSMT e AfSMT em pH 5,6, 7,6 e 9,6. Os espectros 

dicroicos nos diferentes pHs a 25ºC estão mostrados na figura 39.  

 O dicroísmo circular é um método usual para avaliação de estrutura 

secundária, estabilidade conformacional e estudos de interação de proteínas. O 

dicroísmo circular baseia-se na absorção diferencial de luz circularmente 

polarizada para a esquerda e para a direita. As medidas realizadas na região 

distante de UV (190–260 nm) são obtidas por meio da transição eletrônica entre 

as amidas da cadeia principal das proteínas (Kelly, Jess e Price, 2005).  

  

A 

 

B 

 

 Figura 39: Efeito do pH nas estruturas secundárias por dicroísmo circular. A) CauSMT, B) 

AfSMT 

 

Em pH neutro, a CauSMT apresenta predominância de hélice α (53%), 

seguido de folhas β antiparalela (26%). Por outro lado, no pH ácido e básico 

observa-se diminuição nesse conteúdo de estrutura secundária. O percentual de 

folha β diminui para 16% em ambas as condições, enquanto a hélice α diminui 

cerca de 50% e 32% em pH 5,6 e em pH 9,6, respectivamente (Tabela 9), 

acompanhado do aumento de estruturas desordenadas. Esses resultados 
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indicam a perda da estrutura nativa da proteína da condição neutra para a 

alcalina. 

 

Tabela 9.  Percentual de estruturas secundárias da CauSMT.  Efeito dos pHs 5,6, 7,6 e 9,6 a 

25ºC nas estruturas secundárias comparado à estrutura predita pelo AlphaFold.  

Estruturas pH 5,6 pH 7,6 pH 9,6 Modelo 3D 

Hélice α (%) 49,9 53,4 31,6 50,7 

Folha β antiparalela (%) 16,1 26,6 16,3 14,4 

Folha β paralela (%) 1,9 9,2 5,5 6,4 

Turn (%) 7,1 3,5 8,6 12,3 

Desordenada (%) 25,0 7,4 38,1 16,3 

 

Em pH neutro, a AfSMT apresenta predominância de hélice α de estrutura 

secundária (67%), seguido de folhas β antiparalela (14%). Por outro lado, no pH 

ácido observa-se a diminuição de hélice α e formação de bolha β paralela. Em 

pH básico, ocorre diminuição do percentual de folha β e de hélice α 

acompanhado do aumento de estruturas desordenada (Tabela 10). Esses 

resultados indicam a perda da estrutura nativa da proteína da condição neutra 

para a alcalina.  

Em CauSMT, a proporção de hélice α e folha β em pH 5,6 e 7,6 está em 

concordância com a estrutura tridimensional predita pelo AlphaFold (Tabela 9). 

As variações observadas nas folhas β paralelas e nas estruturas desordenadas 

podem serem atribuídas a organização oligomérica da enzima. Ao comparar as 

estruturas secundárias de AfSMT com a estrutura tridimensional observa-se 

maior percentual de hélice α em pH 7,6. Diferenças consideráveis foram 

observadas na estrutura desordenada de AfSMT em todos os pHs (Tabela 10). 

Parte dessas variações podem ser atribuídas a forma oligomérica da enzima. No 

geral, os resultados estão compatíveis ao observado para ScSMT (percentual de 

hélice α e folha β) e com a estrutura de SMT de Fonsecaea pedrosoi predita pelo 

AlphaFold e depositada no Banco de Dados de Proteínas (PDB) (CauSMT com 

RMSD de 0,238 e AfSMT com RMSD de 0,463) (Nes et al., 2004).  

  



 

82 

 

Tabela 10: Percentual de estruturas secundárias da AfSMT.  Efeito dos pHs 5,6, 7,6 e 9,6 a 

25ºC nas estruturas secundárias comparado à estrutura predita pelo AlphaFold. 

Estruturas pH 5.6 pH 7.6 pH 9.6 Modelo 3D 

Hélice α (%) 55,4 67,7 25,3 50,7 

Folha β-antiparalela (%) 11,1 14,6 26,3 14,3 

Folha β paralela (%) 33,5 8,9 2,6 6,6 

Turn (%) 0 8,9 14,9 12,5 

Desordenada (%) 0 0 31,9 15,9 

   

Mudanças significativas na estrutura secundária e na estabilidade estrutural 

de CauSMT e AfSMT foram observadas no pH ácido e neutro com o aumento da 

temperatura (Figuras 40A e B) (Figuras 41A e B).  

A 

 

B 

 
C  

 
Figura 40. Efeito da temperatura nas estruturas secundárias e estabilidade estrutural da 

CauSMT avaliados por dicroísmo circular. Espectros dicroicos da CauSMT coletados entre 25 a 

90 °C em pH (A) 5,6 (B) 7,6 e (C) 9,6. 
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Adicionalmente, observa-se a redução do sinal dicroico até ambas as 

proteínas atingirem o estado desnaturado, mostrando temperatura de transição 

(Tm) similares correspondendo a 52 °C e 59 °C, respectivamente para CauSMT 

e 48 °C e 59 °C, respectivamente para AfSMT (Tabela 11). Esses parâmetros 

foram monitorados com a diminuição do sinal dicroico centrado em 222 nm, 

associado a hélice α (Figura 42).  No pH 9,6, foram observadas alterações na 

estrutura secundária de CauSMT e AfSMT, entretanto o Tm não pode ser 

estimado. Além disso, dois valores de transição térmica foram observados, um 

em 30-35ºC e outro em 85 a 90ºC. Os dados mostram que ambas as enzimas 

são mais estáveis em pHs 5,6 e 7,6, quando comparado ao pH 9,6. 

 

A 

 

B 

 
C  

 
 

Figura 41. Efeito da temperatura nas estruturas secundárias e estabilidade estrutural da AfSMT 

avaliados por dicroísmo circular. Espectros dicroicos da AfSMT coletados entre 25 a 90 °C em 

pH (A) 5,6 (B) 7,6 e (C) 9,6. 
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A

 

B 

 

 

Figura 42. Efeito da temperatura na estabilidade estrutural da CauSMT e AfSMT. (A) Curvas 

de desnaturação térmica da CauSMT monitoradas em 222 nm para os pH 5,6, 7,6 e 9,6 com 

temperaturas variando entre 25 a 90 °C. (B) Curvas de desnaturação térmica da AfSMT 

monitoradas em 222 nm para os pH 5,6, 7,6 e 9,6 com temperaturas variando entre 25 a 90 °C 

 

Tabela 11. Temperatura de transição (Tm) da CauSMT e AfSMT em diferentes pHs. 

 
pH Tm (ºC) 

 5,6 52,12±0,19 

CauSMT 7,6 59,68±0,14 

 9,6 - 

 5,6 48,35±0,11 

AfSMT 7,6 59,35±0,37 

 9,6 - 
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5.12.2 Análise da estrutura e identificação de potenciais sítios de interação de 

CauSMT e AfSMT com os substratos e inibidor 

 As sequências primárias de CauSMT e de AfSMT apresenta em torno de 47 

a 58% de identidade com os aminoácidos das SMTs de Saccharomyces 

cerevisiae (ScSMT), Arabidopsis thaliana (AtSMT) e Trypanosoma brucei 

(TbSMT) (Figura 43).  Embora a semelhança entre as SMTs eucarióticas seja 

relativamente alta, elas apresentam variações catalíticas que possibilitam a 

preferência por determinados esteróis (Neelakandan et al., 2009; Dupont et al., 

2012).  

 

Figura 43: Matriz de identidade de sequência de aminoácidos mostrando o percentual de 

identidade (%) entre as SMTs dos fungos, de planta e de protozoário. As SMTs 

representadas são de Saccharomyces cerevisiae (Sc), Candida auris (Cau), Aspergillus 

fumigatus (Af), Arabidopsis thaliana (At) e Trypanosoma brucei (Tb). 

 A estrutura de CauSMT e AfSMT apresenta o enovelamento característico 

da classe I de metiltransferases dependentes de SAM correspondendo ao tipo 

Rossman-like com sete folhas-β unidas por hélices-α (Figura 44) (Schubert, 

Blumenthal e Cheng, 2003).  
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A 

 

B 

 
Figura 44: Estruturas tridimensionais de CauSMT (A) e AfSMT (B) preditas pelo Alphafold. 

As folhas β, hélices α e os loops, estão em magenta, azul e rosa, respectivamente. 

 Como determinado experimentalmente, a AfSMT é tetramérica, sendo 

também demonstrado a importância das interações hidrofóbicas para a 

estabilização do oligômero (Figura 29). A estrutura tridimensional deste 

oligômero mostra que as interfaces entre as quatro subunidades são compostas 

por aminoácidos hidrofóbicos, possibilitando assim a estabilização do tetrâmero 

por meio das interações hidrofóbicas entre eles (Figura 45A e B) (Young, 

Jernigan e Covell, 1994; Tsai et al., 1997; Nes, 2000; Ganapathy et al., 2008).  

A 

 

B 

 

Figura 45: Estrutura tetramérica da AfSMT predita pelo AlphaFold-multimer. A) As 

subunidades estão em verde, azul, amarelo e rosa.  B) Superfície molecular conforme a 

hidrofobicidade dos resíduos, onde em azul estão os hidrofílicos e em laranja os hidrofóbicos. O 

círculo destaca o core hidrofóbico. 

 Os experimentos de SEC e DLS indicaram que a CauSMT forma um 

oligômero, embora o tamanho tenha sido diferente entre as técnicas. No entanto, 

vários estudos que mostraram que as SMTs são proteínas tetraméricas (Nes, 

2000; Nes, Jayasimha e Song, 2008; Ganapathy et al., 2011). Neste trabalho os 

resultados podem indicar a existência de oligômero tetraméricos ou 
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pentaméricos. Assim, a realização de estudos mais aprofundados é necessária 

para melhor compreensão a respeito da organização da CauSMT. As interações 

hidrofóbicas participam da estabilização do oligômero de CauSMT (Figura 28). 

As interfaces entre as cinco subunidades que formam o pentâmero têm a 

presença majoritária de aminoácidos hidrofóbico, reforçando o papel das 

interações hidrofóbicas na estabilização da estrutura quaternária de CauSMT 

(Figura 46A e B). 

 

A 

 

B 

 

 

Figura 46: Estrutura pentamérica da CauSMT predita pelo AlphaFold-multimer. A) As 

subunidades estão em verde, azul, amarelo, rosa e magenta.  B) Superfície molecular conforme 

a hidrofobicidade dos resíduos, onde em azul estão os hidrofílicos e em laranja os hidrofóbicos. 

O círculo destaca o core hidrofóbico. 

 Já é descrito que as SMTs estão localizadas no retículo endoplasmático e 

partículas lipídicas (Hu et al., 2017; Chiu et al., 2019; Liu et al., 2019; Jordá e 

Puig, 2020). Além disso, a enzima catalisa a reação de C-metiltransferase de 

SAM para um esterol, onde nas figuras 47C e 48C podemos observar a região 

hidrofóbica no local de entrada do substrato. O efeito hidrofóbico parece atuar 

na formação do oligômero direcionando a interação entre as regiões com maior 

presença de aminoácidos hidrofóbicos, resultando na formação de um ambiente 

interno hidrofóbico no qual está direcionada a entrada dos substratos (Baldwin, 

2007) (Figuras 45B e 46B). 

 As poses do docking molecular sugeriram dois sítios de interação em 

CauSMT e AfSMT. Em CauSMT, o sítio de ligação de SAM está posicionado no 

centro da enzima na região que envolve o loop entre a folha β1 e a hélice α7. Os 
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resíduos que compõe o sítio são Y70, T74, Y78, Y85, F93, G131, C132, G133, 

L152, N153, N154, Q158, G180, D181, F182, I198, E199, A200, V202, H203, 

W229, D253 e I255. Enquanto o segundo sítio é ocupado pelo zimosterol sendo 

composto por um conjunto de 6 hélices α, no qual está em frente ao sítio de 

ligação de SAM e compreende dos resíduos F84, Y85, G88, W89, F93, H94, 

F95, E199, W229, D253, L294, R312, T321, T342, L345, E346, A349 e L352. Os 

aminoácidos selecionados em ambos os sítios então em até 4Å de pelo menos 

um átomo não hidrogênio dos substratos (Figura 47A).  

 Quanto a AfSMT, o sítio de ligação de SAM está igualmente posicionado e 

os resíduos que participam do sítio são T78, Y82, S96, F97, H98, G135, C136, 

G137, V138, P141, L156, N157, N158, N159, Q162, G184, D185, F186, I202, 

E203, A204 e H207. O lanosterol interage no segundo sítio composto por Y82, 

L88, Y89, G92, W93, F97, H98, F99, E203, W233, D257, L298, R316, M317, 

R322, A325, A346, L349, A350, A352, G353 e L356. Os resíduos descritos para 

cada sítio estão a 4Å de cada substrato (Figura 48A).  

 O sítio catalítico de CauSMT e AfSMT, assim como em outras SMTs, é 

composto por motivos conservados responsáveis pela interação com o esterol e 

o SAM, sendo chamado de regiões I, II, III e IV. Essas regiões de ligação dos 

substratos foram identificadas por meio de estudos de mutagênese sítio dirigida 

e de ligação covalente em ScSMT (Nes, 2003; Ganapathy et al., 2008). 

 A região I é exclusiva de SMT e está envolvida na interação com o esterol. 

Estudo realizados em ScSMT indicaram que a Y81 contribui  para a catálise por 

meio da interação com o intermediário no complexo ativado possibilitando a 

formação do produto (Ganapathy et al., 2008). Em CauSMT e AfSMT, esse 

resíduo é conservado correspondendo a Y85 e Y89, respectivamente. Além 

disso, a mutação de H90L em ScSMT resultou na perda total da atividade 

enzimática. Este resíduo parece estar envolvido na etapa de desprotonação da 

reação de transmetilação (Nes et al., 2004). Este resíduo é conservado em 

CauSMT e AfSMT correspondendo a H94 e H98, respectivamente (Figuras 47B 

e D e 48B e D). 
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Figura 47: Análise estrutural das interações dos substratos zimosterol e SAM com 

CauSMT. A) Sítios de ligação do zimosterol (azul) e do SAM (verde). B) Os resíduos 

conservados envolvidos na catálise enzimática estão mostrados em azul (região I e III) e verde 

(região II). C) Superfície molecular conforme a hidrofobicidade dos resíduos mostrado abertura 

de entrada dos substratos. D) Alinhamento múltiplo de SMTs de Candida auris (Cau), Aspergillus 

fumigatus (Af), Candida albicans (Ca), Paracoccidioides brasiliensis (Pb), Saccharomyces 

cerevisiae (Sc) e Cryptococcus neoformans (Cn). Os resíduos marcados com * estão a 4Å dos 

substratos em CauSMT e foram experimentalmente observados serem importantes para a 

atividade enzimática em ScSMT. As setas indicam as folhas-β e as espirais as α-hélices.  
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Figura 48: Análise estrutural das interações dos substratos lanosterol e SAM com AfSMT. 

A) Sítios de ligação do lanosterol (roxo) e do SAM (verde). B) Os resíduos conservados 

envolvidos na catálise enzimática estão mostrados em roxo (região I e III) e verde (região II). C) 

Superfície molecular conforme a hidrofobicidade dos resíduos mostrado abertura de entrada dos 

substratos. D) Alinhamento múltiplo de SMTs de Candida auris (Cau), Aspergillus fumigatus (Af), 

Candida albicans (Ca), Paracoccidioides brasiliensis (Pb), Saccharomyces cerevisiae (Sc) e 

Cryptococcus neoformans (Cn). Os resíduos marcados com * estão a 4Å dos substratos em 

AfSMT e foram experimentalmente observados serem importantes para a atividade enzimática 

em ScSMT. As setas indicam as folhas-β e as espirais as α-hélices. 
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 A região II compreende dos resíduos que compõem o sítio de ligação de 

SAM, sendo conservada em metiltransferases dependentes de SAM (Nes, 2003; 

Sun, Huang e Wei, 2021). Em CauSMT e AfSMT, este motivo está localizado 

entre a fita β1 e a hélice α7. Estudos prévios em ScSMT indicaram que mutações 

em resíduos dessa região (V126L, G127L,C128L,G129L,G131L e P133L) 

resultaram na perda de atividade da enzima, mostrando o papel dos resíduos na 

interação com SAM para a reação de C-metilação pela SMT (Ganapathy et al., 

2008). Em CauSMT, os resíduos correspondentes e que estão a 4Å de SAM são 

o G131, C132, G133 e P137 (Figura 47D). Para AfSMT, G135, C136, G137 e 

P141 (Figura 48D). Observa-se ainda que o SAM está posicionado próximo ao 

loop correspondente a região II (Figura 47B e 48B). 

 A região III está localizada entre o final da fita β4 e hélice (310)3 e participa 

da interação com o esterol. As mutações sítio dirigidas realizadas em ScSMT 

indicaram a participação de E195 na atividade enzimática (Nes et al., 2004). Os 

resíduos E199 e E203 em CauSMT e AfSMT, respectivamente, estão 

posicionados próximo ao terminal nucleófilo do esterol, e possivelmente 

interagem com o S-CH3 de SAM. Foi demonstrado também o que o H199 em 

ScSMT tem papel crucial na atividade, sendo que este corresponde a H203 e 

H207 em CauSMT e AfSMT, respectivamente (Ganapathy et al., 2008) (Figura 

47B e 48B). 

 A região IV está localizada na fita β5 e participa da interação com o esterol 

(Ganapathy et al., 2008) (Figura 47D e 48D).  

 As análises de docking molecular indicaram que o inibidor tomatina ocupa 

o mesmo sítio de ligação do zimosterol em CauSMT, indicando uma possível 

inibição competitiva pelo substrato (Figura 49). 
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Figura 49: Sobreposição dos sítios de ligação do inibidor tomatidina (magenta) e do zimosterol 

(rosa). 

 

5.12.3 Cristalização da CauSMT e da AfSMT 

Cristais resultantes da primeira triagem foram identificados após 2 meses 

do preparo das microplacas. Na tabela 12, observa-se as condições em que os 

cristais foram obtidos por meio dos ensaios de cristalização e cocristalização da 

proteína CauSMT e seus substratos SAM e zimosterol.  Nesta etapa, não foram 

obtidos cristais de AfSMT e substratos. 

 

Tabela 12. Condições de cristalização da CauSMT na etapa de screening utilizando o kit JCSG 

Plus (Molecular Dimensions). 

 Proteína Ligante Condição de cristalização 

1 
CauSMT  

[5,93 mg/mL] 

SAM 

[82,8 uM] 

Fosfato de amônio dibásico 1M 

Acetato de sódio 0,1M pH 4,5 

2 
CauSMT 

[5,93 mg/mL] 

SAM 

[82,8 uM] 

Sulfato de magnésio 

heptahidratado 1,4M 

MES 0,1m pH 6,5 

4 
CauSMT 

[5,93 mg/mL] 

SAM 

[82,8 uM] 

10% PEG 6000 

Bicine 0,1M pH 9,0 

5 
CauSMT 

[5,47 mg/mL] 

Zimosterol 

[369,4 uM] 

20% etanol 

0,1M Tris pH 8,5 

  

 Na figura 50 observa-se os cristais de CauSMT-SAM e CauSMT-zimosterol 

obtidos pelo método de difusão de vapor de gota sentada (sitting drop) nas 

condições descritas na tabela 12.  
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Figura 50. Cristais de CauSMT-SAM e CauSMT-zimosterol obtidos sob as condições de 

cristalização 1, 2, 3 e 4 (Tabela 12) do kit JCSG Plus (Molecular Dimensions). 

 

Diante das condições de cristalização em que foram obtidos cristais na 

etapa de triagem, o refinamento das condições 1, 2 e 3 (tabela 12) foram 

realizados sendo utilizado o método de difusão de vapor de gota sentada (sitting 

drop), a fim de se obter cristais maiores para experimentos de difração de raios 

X. Nesta etapa, variou-se a concentração dos agentes precipitantes e pH dos 

tampões e concentração de CauSMT no poço. Na tabela 13 e figura 51, observa-

se as condições que os cristais foram obtidos da proteína CauSMT e o substrato 

SAM e respectivas imagens.  

  

Tabela 13. Condições de cristalização da CauSMT na etapa de refinamento da condição fosfato 

de amônio dibásico 1M, acetato de sódio 0,1M pH 4,5.  

 Proteína Ligante Condição de Cristalização 

1 
CauSMT 

[5,93 mg/mL] 

SAM 

[82,8 uM] 

Fosfato de amônio dibásico 1,8M 

Acetato de sódio 0,1M pH 5,0 

2 
CauSMT 

[5,93 mg/mL] 

SAM 

[24,84 uM] 

Fosfato de amônio dibásico 1,2M 

Acetato de sódio 0,1M pH 5,5 
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Figura 51. Cristais de CauSMT-SAM obtidos na etapa de refinamento nas condições 1 e 2 

descritas na tabela 11.  

 

Além disso, cristais foram obtidos por meio do método de microbatch (Figura 

52). Esse método consiste na adição da gota com a solução de cristalização em 

uma camada de óleo de parafina e/ou silicone. Os cristais resultantes desse 

método foram identificados após 1 semana do preparo das microplacas. 

Observa-se as condições que os cristais foram obtidos na tabela 14.  

 
Tabela 14. Condições de cristalização e cocristalização da CauSMT, CauSMT-SAM, AfSMT e 

AfSMT-SAM por microbatch.  

 Proteína Ligante Condição de Cristalização 

1 
AfSMT 

[6,15 mg/mL] 
- 

2,0M Ammonium sulfate; 0,1M Sodium 

acetate pH 4,6 

2 
CauSMT 

[5,4 mg/mL] 

Zimosterol 

[283,5uM] 

2,0M Ammonium sulfate; 0,1M Sodium 

acetate pH 4,6 

3 
CauSMT 

[5,4 mg/mL] 

Zimosterol 

[283,5uM] 

0,2M Lithium sulfate; 0,1M Sodium 

acetate pH 4,5; 30% PEG 8000 

4 
AfSMT 

[6,15 mg/mL] 
- 

3,2M Ammonium sulfate; 0,1M 

Citrate pH 5,0 

5 
AfSMT 

[5,93 mg/mL] 

SAM 

[37,3uM] 

3,2M Ammonium sulfate;0,1M Citrate 

pH 5,0 

6 
AfSMT 

[5,93 mg/mL] 

SAM 

[37,3uM] 

3,0M Sodium chloride;0,1M BIS-Tris 

pH 5,5 
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Figura 52. Cristais de CauSMT, CauSMT-SAM, AfSMT e AfSMT-SAM por microbatch nas 

condições descritas na tabela 12. 

  

 Outra etapa de triagem das condições de cristalização da proteína AfSMT 

e a cocristalização com o substrato SAM foram realizadas pelo método de 

difusão de vapor de gota sentada (sitting drop). Na tabela 15 e figura 53 observa-

se as condições que os cristais foram obtidos da proteína AfSMT e o substrato 

SAM e respectivas imagens.  

 

Tabela 15. Condições de cristalização da CauSMT na etapa de screening utilizando o kit JCSG 

Plus (Molecular Dimensions). 

 Proteína Ligante Condição de Cristalização 

1 
AfSMT 

[5,43 mg/mL] 

SAM 

[37,3 μM] 

0,04 M Potassium phosphate 

monobasic; 16% PEG 8000; 20% 

Glycerol 

2 AfSMT SAM 
0,12 M Ethylene glycols (0,3M 

Diethylene glycol; 0,3M Triethylene 
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[5,43 mg/mL] [37,3 μM] glycol; 0,3M Tetraethylene glycol; 

0,3M Pentaethylene glycol); 0,1 M 

Buffer System 2 pH 7,5 (Sodium 

HEPES; MOPS (acid)); 37,5% 

Precipitant Mix 4 (25% MPD; 25% PEG 

1000; 25% PEG 3350) 

3 
AfSMT 

[5,43 mg/mL] 

SAM 

[37,3 μM] 

0,12 M Monosaccharides (0,2M D-

Glucose; 0,2M D-Mannose; 0,2M D-

Galactose; 0,2M L-Fucose; 0,2M 

DXylose; 0,2M N-Acetyl-D-

Glucosamine); 0,1 M Buffer System 2 

pH 7,5 (Sodium HEPES; MOPS (acid)); 

37,5% Precipitant Mix 4 (25% MPD; 

25% PEG 1000; 25% PEG 3350) 

4 
AfSMT 

[5,43 mg/mL] - 
0,2 M Sodium chloride; 0,1 M BIS-

Tris pH 5,5; 25% PEG 3350 

5 
AfSMT 

[5,43 mg/mL] 

SAM 

[37,3 μM] 

0,1 M Amino acids(0,2M DL-Glutamic 

acid monohydrate; 0,2M DL-Alanine; 

0,2M Glycine; 0,2M DL-Lysine 

monohydrochloride; 0,2M DL-Serine); 

0,1 M Buffer System 2 pH 7,5 (Sodium 

HEPES; MOPS (acid)); 37,5% 

Precipitant Mix 4 (25% MPD; 25% PEG 

1000; 25% PEG 3350) 

6 
AfSMT 

[5,43 mg/mL] 

SAM 

[37,3 μM] 

0,2 M Sodium citrate tribasic 

dihydrate; 0,1 M Bis-Tris propane pH 

6,5; 20% PEG 3350 
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Figura 53. Cristais de AfSMT e AfSMT-SAM obtidos sob as condições de cristalização 1 a 6 

(Tabela 13).  

 
5.12.4 Coleta de dados de difração de raios X 

Após congelamento em solução crioprotetora, os cristais de CauSMT e 

AfSMT, tanto com quanto sem o SAM, foram submetidos à difração de raios X, 

com a coleta de dados realizada pelo detector PILATUS2M®. Alguns cristais 

exibiram difração, com pontos observados a uma resolução máxima de 7 Å. 

Conforme previsto, o processamento não gerou dados confiáveis, resultando em 

um Rmerge superior a 0,5. O grupo espacial sugerido pertence ao sistema 

tetragonal; entretanto, devido à baixa qualidade dos dados, não foi possível 

definir com precisão o grupo espacial. No entanto, a confirmação de que os 

cristais analisados eram de proteína é promissora, abrindo oportunidades para 

futuros experimentos que poderão elucidar uma estrutura inédita.  
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6 CONCLUSÕES 

 

 Os estudos estruturais, funcionais e de inibição das esterol C24-

metiltransferases dos fungos patogênicos humanos Candida auris e Aspergillus 

fumigatus realizados neste trabalho mostraram que: 

• A aeração é um fator crítico para a expressão heteróloga da CauSMT e 

AfSMT. 

• Durante a expressão heteróloga, ambas as enzimas formam hetero-

oligômeros de alta massa molecular com proteínas de E. coli, sendo a 

interação intermolecular do tipo hidrofóbica. 

• O aumento da concentração não é um fator determinante para a formação 

dos hetero-oligômeros. 

• A CauSMT parece ser uma esterol C24-metiltransferase pentamérica em 

solução. 

• A AfSMT parece ser uma C24-metiltransferase tetramérica em solução. 

• A CauSMT apresenta maior estabilidade térmica em pH ácido quando 

comparada à AfSMT. Ambas as enzimas são mais estáveis em pH neutro 

e não são estáveis em pH básico. 

• Em Candida auris, a biossíntese do ergosterol ocorre preferencialmente 

via zimosterol. 

• Em Aspergillus fumigatus, a biossíntese do ergosterol ocorre 

preferencialmente via lanosterol. 

• A AfSMT apresenta 35 vezes mais afinidade pelo substrato S-adenosil-L-

metionina em comparação à constante de afinidade do outro substrato, 

lanosterol. 

• A CauSMT apresenta 4 vezes mais afinidade pelo substrato S-adenosil-

L-metionina em comparação à constante de afinidade do outro substrato, 

zimosterol. 
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• A CauSMT exibe cinética de Michaelis-Menten, com maior afinidade pelo 

substrato zimosterol quando comparada à esterol C24-metiltransferase de 

Candida albicans. 

• A molécula tomatidina apresenta atividade inibitória contra CauSMT, mas 

não contra AfSMT. 

• Cristais de CauSMT e AfSMT foram obtidos em diversas condições de 

cristalização. 

• Cristais de CauSMT e AfSMT com os substratos S-adenosil-L-metionina 

e zimosterol foram obtidos em várias condições de cristalização. 

• Os dados de difração coletados na linha de luz Manacá (LNLS/Sirius) com 

os cristais de CauSMT co-cristalizados com o substrato S-adenosil-L-

metionina apresentaram resoluções de 7 Å. 
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7 PERSPECTIVAS 

 

• Ensaios de High Throughput Screening (HTS) serão realizados com o 

objetivo de identificar compostos, por meio de triagens em bibliotecas de 

compostos, com potencial inibitório sobre as esterol C24-

metiltransferases de Candida auris e Aspergillus fumigatus, acelerando o 

processo de descoberta de novos fármacos para o tratamento de 

infecções fúngicas invasivas. 

• A construção de mutantes será realizada com o objetivo de investigar de 

forma mais aprofundada os resíduos envolvidos na atividade enzimática 

e no mecanismo de ação da enzima, permitindo uma melhor 

compreensão dos determinantes moleculares que influenciam sua 

função. 

• O refinamento das condições de cristalização está sendo realizado para 

obter cristais que apresentem difrações com melhores resoluções, 

possibilitando, assim, a elucidação estrutural das proteínas de interesse. 

• Análises de dinâmica molecular com os modelos obtidos pelo AlphaFold, 

acoplados ou não aos ligantes, serão realizadas com o objetivo de 

compreender as interações conformacionais das enzimas, validar os 

sítios de interação e identificar mudanças estruturais relevantes que 

possam ser importantes para sua função e o desenvolvimento de novos 

inibidores.   
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9 APÊNDICES 

 

a) Scores de docking dos substratos lanosterol e SAM com a AfSMT. 

Pose Lanosterol SAM 

 GOLD fitness score 

1 46,63 78,47 

2 59,40 80,77 

3 63,36 79,18 

4 -57,00 77,03 

5 -99,76 87,74 

6 -92,30 82,51 

7 -93,21 81,38 

8 -106,06 81,22 

9 -98,14 62.25 

10 -104.53 60,43 

11 -124,56 60,92 

12 -113,83 62,38 
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b) Scores do docking dos substratos zimosterol e SAM, e do inibidor 

tomatidina com a CauSMT. 

Pose Zimosterol Tomatidina SAM 

 Afinidade (kcal/mol) 

1 -13.6 -14.5 -7.7 

2 -12.6 -13.6 -7.4 

3 -11.6 -12.6 -7.2 

4 -11.5 -12.1 -7.2 

5 -11.5 -11.6 -7.2 

6 -11.4 -11.5 -7.2 

7 -11.3 -11.4 -7.1 

8 -10.6 -10.9 -7.0 

9 -10.2 -10.7 -7.0 

10 -10.2 -10.1 -7.0 

11 -10.1 -9.7 -7.0 

12 -9.9 -9.4 -7.0 

13 -9.6 -9.2 -7.0 

14 -9.6 -9.0 -6.9 

15 -9.6 -8.9 -6.9 

16 -9.3 -8.9 -6.9 

17 -9.2 -8.8 -6.8 

18 -9.2 -8.5 -6.8 

19 -9.1 -8.4 -6.8 

20 -9.1 -8.4 -6.7 
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c) Produção e purificação da enzima esterol C24-metiltransferase de 

Paracoccidioides lutzii (PlSMT) 

As células de E. coli BL21 (DE3) transformadas com plasmídeo pET21a-

PlSMT (construção GS44872 sintetizada em outubro de 2009 (Figura 1)), foram 

inoculadas em meio LB, induzidas com IPTG 1 mM e incubadas a 37 ºC.  

 

Figura 1: Plasmídeo de expressão pET21a contendo o gene erg6 do fungo 

Paracoccidioides lutzii. 

 

A amostra foi coletada após 6 h da indução. Para avaliar a solubilidade da 

proteína, as células de E. coli foram lisadas e centrifugadas. Em seguida, os 

precipitados celulares e sobrenadantes resultantes foram analisados em SDS 

PAGE 12%. Ao observar por meio do perfil de proteínas totais da E. coli, que a 

proteína heteróloga provavelmente tinha sido produzida, o sobrenadante foi 

aplicado na coluna de cromatografia de afinidade por íons metálicos imobilizados 

(IMAC). Observa-se na figura 2 que a PlSMT foi eluída totalmente no flow 

through, ou seja, não houve interação da proteína com a coluna.  
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Figura 2: Purificação da PlSMT. A) Perfil cromatográfico da purificação por IMAC. B) Análise 

em SDS PAGE 15% mostrando o perfil de proteínas obtidas durante o processo de purificação. 

Marcador Molecular (1); Precipitados celulares (frações insolúveis) (2); sobrenadante das células 

lisadas e centrifugadas após cultivo (frações solúveis) (3); Flow through (4); Frações eluídas (5 

a 8).  

 

Diante desse dado, foram testados diversos métodos de purificação como 

de cromatografia de troca iônica e de exclusão molecular que resultaram na não 

purificação da enzima estudada, ou seja, o perfil proteico permaneceu o mesmo 

da amostra injetada. Objetivando verificar se a proteína produzida é a PlSMT 

com cauda de histidina, foram realizados vários ensaios imunológicos de 

western blot utilizando o anticorpo monoclonal anti-His conjugado com fosfatase 

alcalina e os resultados foram negativos. Além disso, a frequência de códons 

raros para E. coli foi realizada por meio do %MinMax Codon calculator 

disponibilizado no site http://www.codons.org/. Como pode ser observado na 

figura 3, a presença de códon raros ao longo do gene.  

 

 

Figura 3: Análise dos códons do gene da PlSMT. %Max (>0) correspondem a agrupamentos 

de códons comuns; %Min (<0) correspondem a códons raros. 
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 Os diversos resultados não esperados levaram a não continuação dos 

experimentos com essa construção.  

 

d) Síntese, transformação, produção e teste de solubilidade das esterol 

C24-metiltransferases de cinco fungos patogênicos humanos. 

Os genes erg6 que codificam para as enzimas esterol C24-

metiltransferases dos fungos foram selecionados do banco de dados Uniprot. 

Após análises das sequências, os genes foram clonados no vetor de pET28a. 

As células de E. coli BL21 (DE3) foram transformadas com os plasmídeos 

pET28a-SMTs, as colônias selecionadas foram inoculadas em meio autoindutor 

ZYM-5052 e incubadas a 37 ºC por 16h. Para avaliar a solubilidade das 

proteínas, as células de E. coli foram lisadas e centrifugadas. Em seguida, os 

precipitados celulares e sobrenadantes resultantes foram analisados em SDS 

PAGE 12%. Nas figuras 4A e 4B pode-se observar por meio do perfil de 

proteínas totais da E. coli, que a esterol C24-metiltransferases de Coccidioides 

immitis (CiSMT) e de Cryptococcus neoformans (CnSMT) foram produzidas 

correspondente ao tamanho de 46,9 e 42,9 kDa, respectivamente. A SMT de 

Pneumocystis jiroveci não foi produzida (Figura 4C). Diferentemente, a SMT de 

Candida albicans (CaSMT) e de Paracoccidioides lutzii (PlSMT) foram 

produzidas, ambas com 46,9 e 46,2 kDa, respectivamente (Figura 4D e 4E). 

Percebe-se que as proteínas de interesse está presente na fração insolúvel, 

indicando a formação de corpos de inclusão. 

 

Figura 4: Produção das enzimas esterol C24-metiltransferase dos principais fungos 

patogênicos humanos. (A) CiSMT (B) CnSMT (C) PjSMT (D) CaSMT (E) PlSMT. Marcador 

Molecular (1). Sobrenadante das células lisadas e centrifugadas após cultivo (frações solúveis) 

(2). Precipitados celulares (frações insolúveis) (3). 
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e) Análise de mudanças conformacionais resultantes da interação do 

cofator NADPH com as enzimas tioredoxina redutase de Candida 

albicans (CaTrxR) e Cryptococcus neoformans (CnTrxR) em 

complexo com o cofator FAD.   

As CaTrxR e CnTrxR foram produzidas e purificadas conforme protocolo 

pré-estabelecido pela Dra. Cláudia Bravo-Chaucanes et al, 2017 (ver se é a data 

da tese). O efeito da interação do cofator NADPH na estrutura das tioredoxinas 

redutases foi analisado por meio de cromatografia de exclusão molecular. Como 

pode ser observado na figura 5, os volumes de eluição do complexo CaTrxR-

FAD-NADPH e CnTrxR-FAD-NADPH divergem quando se comparado aos 

complexos CaTrxR-FAD e CnTrxR-FAD, corroborando então, com estudos 

anteriores dos quais descrevem que a TrxR apresenta duas conformações 

distintas: conformação oxidada (FO) no qual o NADPH encontra-se 

espacialmente distante do FAD, e o FAD está orientado para a transferência de 

elétrons para o dissulfeto da TrxR, e na conformação reduzida (FR), onde os 

dois cofatores estão em contato e permite a redução do FAD pelo NADPH e a 

da Trx pela TrxR.  

 

 
Figura 5: Efeito do cofactor NADPH na estrutura da CaTrxR e CnTrxR analisado por 

cromatografia de exclusão molecular. (A) Sobreposição dos dois cromatogramas de CaTrxR-

FAD e CaTrxR-FAD-NADPH. (B) Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12 % resultante da 

purificação dos complexos de ambas as enzimas. (C) Sobreposição dos dois cromatogramas de 

CnTrxR-FAD e CnTrxR-FAD-NADPH. 
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A caracterização termodinâmica da interação do cofator NADPH foi 

realizada por calorimetria de titulação isotérmica (ITC). Como pode ser 

observado na figura 6 que a energia livre de Gibbs negativa confirma que a 

interação do NADPH com o CaTrxR-FAD é favorável e espontânea.  

 

Figura 6: Análise de calorimetria de titulação isotérmica de CaTrxR-FAD mais NADPH. 

Parâmetros termodinâmicos obtidos para a interação de NADPH com CaTrxR. 

 

Diversos ensaios de cocristalização da CnTrxR-FAD e CaTrxR-FAD com o 

cofator NADPH foram realizados não sendo obtido cristais.  
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