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RESUMO

Todos os anos, ocorrem mais de 1,5 milhdo de mortes no mundo decorrentes de
infecgbes fangicas invasivas. Candida auris vem ganhando relevancia mundial no
cenario das infec¢des invasivas nosocomiais. O surgimento de resisténcia secundaria
aos azobis em cepas de Aspergillus fumigatus tem causado preocupacao global. O
ergosterol é um lipidio essencial para a viabilidade celular, sendo responsavel 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 determinacdo da
preferéncia pelos respectivos substratos. Em solugcdo, a CauSMT parece ser
pentameérica, e a AfSMT, tetramérica. As constantes de afinidade mostram que ambas
as enzimas tém mais afinidade pelo substrato S-adenosil-metionina (SAM) do que
pelos esterdis. A eficiéncia catalitica da CauSMT é menor do que a das outras SMTS,
e a tomatidina foi identificada como um inibidor. A estrutura secundéria de AfSMT e
CauSMT, estimada por dicroismo circular, é compativel com o0s percentuais
calculados a partir dos modelos tridimensionais preditos. Os dados de estabilidade
térmica demonstraram que a CauSMT e a AfSMT sdo mais estaveis em pH &cido e
neutro, respectivamente. Dados de docking molecular mostraram um sitio para cada
substrato. Andlises estruturais e de alinhamento de sequéncias mostram a
conservacgao de residuos importantes no sitio ativo de ambas as enzimas. Cristais de
CauSMT e AfSMT com o substrato SAM foram obtidos em diversas condi¢cdes de
cristalizacao. Os dados de difracdo coletados na linha de luz Manaca LNLS/Sirius com
os cristais de CauSMT co-cristalizados com o substrato SAM apresentaram

resolucdes de 7 a 8 A.

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

auris, Aspergillus fumigatus, inibidor da sintese 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 Manacd LNLS/Sirius
beamline with CauSMT crystals co-crystallized with the SAM substrate showed

resolutions of 7 to 8 A.
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1 INTRODUCAO

Todos os anos, ocorrem mais de 1,5 milhdo de mortes no mundo causadas por
infecgbes fungicas invasivas. Aproximadamente 80% dessas mortes sé@o resultantes
de infec¢Bes causadas por fungos oportunistas, principalmente pelas espécies de
Candida spp. e Aspergillus spp., que se destacam pela frequéncia de casos e
relevancia clinica (Biswas, 2021). As infec¢cbes fangicas invasivas afetam
principalmente pacientes imunocomprometidos, nos quais o indice de mortalidade &
elevado (Pfaller e Diekema, 2007).

A ameaca global emergente e pouco reconhecida para a saude das infeccfes
fungicas invasivas € agravada pelo rapido surgimento de resisténcia antifingica e, em
muitos cenarios, o acesso limitado a diagndsticos de qualidade e tratamento (Brown
et al., 2012). Diante disso, no final de 2022, a Organiza¢do Mundial da Saude publicou
a primeira lista de patdégenos fungicos prioritarios para guiar a pesquisa, acoes e
desenvolvimento de saude publica. O Aspergillus fumigatus e Candida auris estédo
dentre os quatros que compde a lista de fungos patogénicos considerados como grupo
critico (World Health Organization, 2022).

1.1 Candida auris

1.1.1 Taxonomia

A C. auris € um fungo oportunista do filo Ascomycota que foi primeiramente
descrito em 2009 a partir de isolados de pacientes no Japao e na Coréia (Satoh et al.,
2009).

Atualmente existem 5 principais clados de C. auris que se baseiam em
informacBes genéticas e na localizacdo dos primeiros isolados: o clado Sul Asiatico
(1), o clado Leste Asiatico (I1), o clado da Africa, clado da América do Sul (IV) e o clado
do Iran (V) (Du et al.,, 2020). Os isolados pertencentes ao clados I, Ill e o IV
frequentemente causam infeccfes invasivas e surtos, enquanto que o clado Il e o V
normalmente estdo envolvidos com otomicoses (Lockhart et al., 2017; Ahmad e
Alfouzan, 2021).
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1.1.2 Manifestagbes clinicas

Os fatores de riscos predisponentes para as infeccbes por C.auris sdo
semelhantes a outras espécies oportunistas de Candida spp. que sao pacientes
imunocomprometidos (diabetes, cancer, doencas renais crénicas, neutropenia, HIV,
uso prolongado de antibibticos, antifungicos ou corticoides, internacdes em
decorréncia de cirurgias, uso de catéteres e internacdes em UTIs) (Arikan-Akdagli,
Ghannoum e Meis, 2018). As cepas de C. auris ja foram isoladas de mdltiplos locais
de infeccdo em todo o corpo como da urina, feridas, narinas, axila, pele e reto (Du et
al., 2020). A infeccéo pode disseminar para locais normalmente estéreis (candidiase

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

1.1.3 Epidemiologia

As espécies de Candida sao as causas predominantes de infec¢Bes fungicas
nosocomiais (infeccbes adquiridas nos hospitais). Anualmente sdo diagnosticados
mais de 400.000 casos de infec¢des de corrente sanguinea causadas por Candida
spp. com taxa de mortalidade maior que 40% (Brown et al., 2012). O fungo oportunista
C. albicans € o maior causador da candidemia e da candidiase invasiva; entretanto,
mais de 50% de todas as infec¢des tém sido causadas por espécies de Candida néo-
albicans, e este espectro tem aumentado rapidamente em decorréncia da reducéo
crescente da susceptibilidade dessas espécies aos antifungicos (Khan et al., 2019;
Ahmad e Alfouzan, 2021). Entre essas espécies, a C. auris tem despertado atencéo
nesses ultimos anos em decorréncia de estar se tornando o principal fungo causador
de infec¢Bes invasivas e de surtos com altas taxas de mortalidade em pacientes
hospitalizados, especialmente aqueles com diversas comorbidades e internados em
UTls (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 paises abrangendo todos

0s continentes, com excecao da Antartica (Du et al., 2020) (Figura 1).
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Figura 1: Niumero de paises com casos reportados de infec¢des causadas por C. auris. A)
NUmero de paises pertencentes a cada continente que reportou casos de infec¢do ou colonizagao por

C. auris. B) Paises 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 infeccbes causadas por C.auris no Estados de Pernambuco e Sao Paulo
(BRASIL, 2023).

Dentro de uma década desde a sua descoberta, mais de 4.000 isolados foram
identificados em todos 0s continentes, entretanto este dado esta subestimado em
decorréncia das dificuldades de identificacdo 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 fenotipicos e bioquimicos convencionais (Jeffery-Smith et al., 2018). A
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deteccao precisa de C. auris é de alto custo, no qual se utiliza a espectrometria de
massa com ionizacdo por dessorcéo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS) e
0os métodos moleculares baseados no sequenciamento da regido D1-D2 do rDNA ou
do espacador transcrito interno (ITS) do rDNA (Keighley et al., 2021).

1.1.4 Viruléncia

Estudos recentes reportaram que a C. auris, similarmente a C.albicans, expressa
diversos fatores de viruléncia conhecidos, incluindo a secrecao de aspartil proteases
e lipases que degradam os tecidos facilitando a invasdo dos hospedeiros (Du et al.,
2020). Estudos comparativos indicaram que a C.auris € menos virulenta que a
C.albicans, entretanto € mais virulenta que C.glabrata e C.haemulonii. A menor
viruléncia de C.auris quando comparada a C.albicans esta relacionada a incapacidade
de formar hifas ou pseudohifas em mamiferos, fator importante na invasao dos tecidos
durante as infec¢Bes (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 resisténcia aos antifungicos (Fakhim et al., 2018). A C. auris também tem a
habilidade de formar biofilmes o que possibilita a adeséo nas superficies promovendo

a transmissdo nosocomial (Ahmad e Alfouzan, 2021).

1.2 Aspergillus fumigatus

1.2.1 Taxonomia

O A. fumigatus € um fungo da familia das Trichocomaceae descrito pela primeira
vez por Fresenius em 1863, € conhecido por ter um genoma hapléide estavel de 29,4
milhdes de pares de bases. O ciclo de vida fora do hospedeiro humano é caracterizado
pela reproducdo assexuada da qual procedem os conidiéforos, estruturas onde a
forma infecciosa conhecida como conidios, sdo produzidos e liberados no ar. Os
conidios séo responsaveis pela dispersao do fungo e pela preservacdo do genoma do

fungo em condi¢bes adversas (Shapiro, Robbins e Cowen, 2011).

1.2.2 Manifestagées clinicas
O A. fumigatus pode afetar tanto o0s pacientes imunocompetentes e

imunocomprometidos. Os sintomas dependem da imunocompeténcia 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 cronica (CPA) e a
aspergilose invasiva (lA), sendo esta Ultima 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 atopico ou um paciente com fibrose cistica. A CPA engloba as
formas inflamatdrias cronicas da aspergilose, incluindo o aspergiloma e comumente
afeta paciente com tuberculose ou outras doencgas pulmonares cavitarias cronicas
(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 mudanca na incidéncia de casos de IA em paciente neutropénicos para
0S nao neutropénicos, como aqueles acometidos por infec¢des virais como influenza
e COVID-19 (Burks et al., 2021) (Figura 2).

1.2.3 Epidemiologia

A maioria dos casos mundiais de aspergilose sdo causados por A. fumigatus
(90%), seguido por A. flavus. A distribuicdo varia de acordo com a localizagéo
geografica, por exemplo, A. flavus é isolado com menos frequéncia do que A.
fumigatus nas regides tropicais e subtropicais (Beardsley et al., 2018). A ABPA tem
afetado aproximadamente 5 milhdes de pessoas anualmente. Em 2017, foi estimado
cerca de 3 milhdes de casos de CPA, mas o perfil epidemiolégico dessa doenca é
pouco conhecido, entdo a incidéncia pode estar subestimada. Quanto a IA, tem se
estimado 250.000 casos mundiais por ano, e a incidéncia dessa infeccdo esta
crescendo (Bongomin et al., 2017; Latgé e Chamilos, 2019) (Figure 2). No Brasil,
conforme a Base de Dados do Sistema de Informacdes Hospitalares (SIHSUS) do
Ministério da Saude, em 2021 foram registradas 245 autorizacdes de internacdes 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 Crbénica (CPA) e a

Aspergilose Invasiva (I1A). Adaptado de (Bongomin et al., 2017; Palmieri et al., 2022).

1.2.4 Viruléncia

Dentre os fatores de viruléncia associados ao A. fumigatus esté a termotolerancia
e a alta capacidade de esporulacdo do fungo que podem atingir os alvéolos
pulmonares (Bhabhra e Askew, 2005; Earle et al.,, 2023). O A. fumigatus produz
diversas enzimas como as a-amilase, proteases, fosfolipases, pectinases e lipases
gue atuam degradando os tecidos e facilitando a invasdo no hospedeiro. Além disso,
o fungo produz micotoxinas como as gliotoxina e hemolisina. A hemolisina é
responsavel pela lise das hemacias. A gliotoxina modifica a resposta imunitaria e €
capaz de induzir a apoptose nas células, podendo também atingir os neutréfilos e inibir
a fagocitose (Raksha, Singh e Urhekar, 2017).

1.3 Mecanismos de acao dos antifungicos

O tratamento de primeira linha para a aspergilose € baseado no uso de azéis
(Brown et al., 2012). Dentro os antifingicos azoélicos, quatro agentes triazolicos
(voriconazol, itraconazol, isavuconazol e posaconazol) foram aprovados para uso
clinico no tratamento e profilaxia da aspergilose (Lestrade et al., 2019). A classe de
segunda escolha sdo os polienos seguido das equinocandinas (Perfect, 2017).

A estratégia de tratamento da candidiase invasiva depende do estado
imunoldgico do paciente, localizagédo e gravidade da infeccdo (Pappas et al., 2016).

Atualmente, trés classes principais de drogas antifUngicas com atividade contra
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espécies de Candida sp. estdo disponiveis. A primeira escolha sdo as
equinocandinas, seguida dos azoéis e por ultimo dos polienos (Perfect, 2017
Bhattacharya, Sae-Tia e Fries, 2020).

Os polienos séo antifungicos anfipaticos, que interagem fortemente ao ergosterol
formando poros transmembrana, que consequentemente causam vazamentos e
perdas de ions intracelulares (Ostrosky-Zeichner et al., 2010). Os poros
transmembranares sao formados em decorréncia da estrutura anfipatica caracteristica
dos polienos: a cadeia poliénica que representa a parte hidrofébica da molécula
interage com as moléculas de esterol da membrana, enquanto a parte hidrofilica,
representada pela cadeia poliol fica no ambiente aquoso, formando um poro
transmembranar (Cavassin et al., 2021). Os polienos também induzem danos
oxidativos nas células fungicas por meio do acumulo das espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Mesa-Arango, Scorzoni e Zaragoza, 2012).

Os antifungicos da classe dos polienos incluem a anfotericina B e a nistatina, mas
apenas a anfotericina B € utilizada para o tratamento de infec¢des 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 formulacao de desoxicolato, mas o0 uso dessa apresentacao tem
dose limitada devido a toxicidade, principalmente por reacdes relacionadas a infusao
e a nefrotoxicidade. Na tentativa de melhorar o indice terapéutico da anfotericina B,
trés formulacbes associadas a lipidios foram desenvolvidas, o complexo lipidico de
anfotericina B, anfotericina B lipossomal e dispersao coloidal de anfotericina B, sendo
este ultimo descontinuado em 2011 devido a altas taxas de infusdo. Assim, ambas
apresentacdes de anfotericina B diferem em suas composi¢fes lipidicas, formas,
farmacocinética, eficacia e toxicidade (Cavassin et al., 2021) (Figura 3B).

As equinocandinas é Unica nova classe de antifungicos, e atualmente, existem
trés medicamentos disponiveis para uso clinico: caspofungina, micafungina e
anidulafungina (Shapiro, Robbins e Cowen, 2011). As equinocandinas sé&o grandes
moléculas de lipopeptideos que agem como inibidores ndo competitivos da enzima
(1,3)-B-D-glucana sintase, essa enzima € responsavel pela sintese do polimero (1,3)-
B-D-glucana, constituinte importante da parede celular, que se liga covalentemente ao
outro polimero a (1,6)-B-D-glucana, e juntos com a quitina formam uma rede

tridimensional complexa de microfibrilas. A inibicdo da enzima promove inibicao de
29



biossintese da parede celular, causando lise e prejuizo a integridade celular (Rocha
et al., 2021) (Figura 3C).

A classe das pirimidinas é composta pelo antifingico flucitosina (5-FC) que atua
diretamente nos fungos por inibicdo competitiva da captagéo de purina e pirimidina e
indiretamente por metabolismo intracelular para 5-fluorouracil. A flucitosina entra na
célula fungica através da citosina permease; assim, a flucitosina € metabolizada em
5-fluorouracil. O 5-fluorouracil é extensivamente incorporado ao RNA fungico e inibe
a sintese de DNA e RNA. O resultado é o crescimento desequilibrado e a morte do
organismo fungico. A flucitosina também parece inibir a enzima timidilato sintetase,
impedindo a biossintese de DNA (Vermes, 2000). O antifungico é utilizado em
conjunto com o polieno anfotericina B lipossomal devido ao efeito sinérgico (Schwarz
et al., 2007) (Figura 3D).

Os antifungicos da classe dos azo6is agem inibindo a enzima lanosterol C-14
desmetilase, também conhecida como do citocromo P450, que é codificada pelo gene
ergllem 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 fungicas, esses antifungicos entram na célula por difusédo
facilitada e o nitrogénio presente na estrutura dos azois reage com o atomo de ferro
contido na por¢cdo heme da enzima, inibindo a ativacdo do oxigénio que € necessario
na reacdo de desmetilacdo do lanosterol em ergosterol pela atividade da enzima
(White, Marr e Bowden, 1998; Hargrove et al., 2015). A inibicdo da enzima lanosterol
C-14 demetilase leva a deplecao do ergosterol, redirecionando o fluxo metabdlico para
a via toxica dos esterois (Bhattacharya, Esquivel e White, 2018). Além disso, os azbis
séo responséaveis por elevar os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas
células fungicas (Delattin, Cammue e Thevissen, 2014) (Figura 3A).
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Figura 3: Mecanismos de acdo dos antifiUngicos utilizados para o tratamento das infec¢cdes
invasivas e suas estruturas. A) Os azéis inibem a enzima lanosterol demetilase participante da via
de biossintese de ergosterol. B) Os polienos atuam interagindo com o ergosterol formando poros na
membrana fungica. C) As equinocandinas sdo inibidores ndo competitivos da (1,3)-p-D-glucana sintase.
D) A flucitosina atua como um potente antimetabdlito que causa a inibicdo da sintese de DNA e de
proteinas. Adaptado de (Robbins, Wright e Cowen, 2016).

1.4 Mecanismos de resisténcia aos antifungicos

A resisténcia aos antifungicos, seja intrinseca (primaria) ou adquirida

(secundaria), pode resultar em piores resultados clinicos ou até a falha no tratamento
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das infec¢Oes invasivas. As falhas no tratamento utilizando o antifungico de primeira
escolha em pacientes imunocomprometidos tem afetado 20 a 60% nos casos de
candidiase invasiva e 40 a 60% em pacientes acometidos por aspergilose invasiva
(Nucci e Perfect, 2008).

A pressdo exercida pelo uso dos antifungicos pode selecionar infeccbes
causadas por cepas intrinsicamente resistentes, ou até cepas que adquirem
resisténcia durante tratamentos prolongados (Beardsley et al., 2018). Além disso, 0s
azois tém sido utilizados no tratamento de infec¢gBes fangicas em humanos e na
agricultura. O uso dessa classe na agricultura € devido ao baixo custo, ao amplo
espectro de acéo e a resisténcia da estrutura molecular podendo persistir no ambiente
por longos periodos. Assim, os residuos de bioativos azoélicos presentes no solo, na
agua e nas plantas contribuem para o aumento da resisténcia a classe de antifingicos
(Nguyen, Truong e Bruning, 2021).

As cepas de C. auris sdo consideradas multirresistentes por apresentarem
resisténcia intrinseca a um, mais ou as vezes a todos os antifangicos disponiveis
(Ahmad e Alfouzan, 2021). Até o momento, aproximadamente 90% de isolados de
C.auris apresentam resisténcia ao fluconazol, 50% ao voriconazol, 15-30% de
resisténcia a anfotericina B e 2-8% de resisténcia as equinocandinas (Ahmad e
Alfouzan, 2021; Tortorano et al., 2021). A alta resisténcia aos azéis e variabilidade de
susceptibilidade as outras classes torna o tratamento da infeccdo por C.auris
desafiadora (Ahmad e Alfouzan, 2021).

A resisténcia de C. auris aos azéis foi associada a mutacbes (F126L, Y132F,
K143R, VF125AL) no gene ergll que codifica a enzima lanosterol C-14 demetilase.
Isolados de C.auris com resisténcia a caspofungina apresentaram mutacoes (S639F)
em Fksl. 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 resisténcia em
Candida spp. podem serem observados na figura 4.

Além de ser um fungo multirresistente aos antifungicos, a C. auris é
termotolerante crescendo bem em altas temperaturas (>40°C), e € osmotolerante
(>10%). Essas caracteristicas contribuem para a sobrevivéncia da C. auris na pele
humana, superficies e equipamentos por diversas semanas. Além disso, este fungo

tem habilidade de formar biofilmes nas superficies e pode tolerar a exposicdo a
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detergentes comumente usados. Esses fatores contribuem para a transmissdo em

ambiente hospitalares (Arikan-Akdagli, Ghannoum e Meis, 2018; Du et al., 2020).
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Figura4: Resumo dos principais mecanismos de resisténcia em Candida sp. A) Interacéo eficiente
dos azodis (vermelho) a enzima lanosterol C-14 demetilase (ergll); e interacdo eficiente das
equinocandinas (bege) a enzima (1,3)-B-D-glucana sintase, incluindo as trés subunidades Fks1, Fks2
e Fks3, e a subunidade regulatéria Rhol. B) Reducédo da interagdo dos azoéis devido a mudancas
conformacionais da enzima lanosterol C-14 demetilase. C) Reduc¢do da eficacia dos azéis devido ao
aumento na producéo da lanosterol C-14 demetilase. D) Reducéo da eficacia dos azdis devido a ndo
ativacdo da producéo dos azéis téxicos. E e F) Reducdo da eficicia dos az6is devido ao aumento na
atividade das bombas de efluxo. G) Reduc¢do da eficicia dos azéis devido a absor¢do de esterdis
exdgenos. H) Mudancgas conformacionais nas subunidades da (1,3)-B-D-glucana sintase reduzindo a

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

O surgimento de resisténcia secundaria aos azo6is em cepas de A. fumigatus tem
sido preocupante desde o primeiro relato em 1997, considerando que essa classe € a
primeira escolha terapéutica para os casos de aspergiloses, como a aspergilose
pulmonar crénica e aspergilose broncopulmonar alérgica que requerem tratamentos
de longo prazo (Denning et al., 1997; Arikan-Akdagli, Ghannoum e Meis, 2018). Desde
entdo, a resisténcia do A. fumigatus em ambientes hospitalares e no meio ambiente

tem sido relatada em diversos paises (Figura 6).
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Estudos de vigilancia mundial identificarm que mais de 50% dos isolados clinicos
de A. fumigatus resistentes aos azois apresentam mutacfes pontuais no gene cyp51A
associadas a alterac6es nos aminoacidos M220, G54, G138, G448S e L98H, como
também insergdes repetidas variaveis em tandem na regido 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 resisténcia aos antifungicos azdlicos foi o Y121F/T289A
(Burks et al., 2021). Os mecanismos de resisténcia em Aspergillus spp. podem serem

observados na figura 5.

Azois C

Equinocandinas
R Aspergillus spp.

440 (a/q

£ ] LT i >~
Membrane Fks
Rho1
€ 1/ J2 3
® _ ®
C
Cyp-51A
© I's ©
Cyp-51A Cyp-51A
" Ccyp-51A \
Cyp-51A \"

)

Figura 5: Resumo dos principais mecanismos de resisténcia em Aspergillus sp. A) Ligacéo
eficiente dos azois (vermelho) a enzima lanosterol C-14 demetilase (ergll); e ligagdo eficiente das
equinocandinas (bege) a enzima (1,3)-B-D-glucana sintase, incluindo as trés subunidades Fks1, Fks2
e Fks3, e a subunidade regulatéria Rhol. B) Ligacdo reducdo dos azéis devido a mudancas
conformacionais da enzima lanosterol C-14 demetilase. C) Reduc¢do da eficacia dos azéis devido ao
aumento na producéo da lanosterol C-14 demetilase. D) Reducéo da eficAcia dos azdis devido a ndo
ativacdo da producdo dos azéis toxicos. E) Reducdo da eficacia dos azbis 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 paises (em verde) onde varios isolados de A. fumigatus
resistentes aos azéis foram identificados em ambientes hospitalares e no meio ambiente. Fonte:
(Wiederhold, 2023).

1.5 Biossintese do ergosterol

Os esterobis sdo componentes essenciais das membranas celulares eucariéticas
responsaveis pela manutencéo da integridade, fluidez e permeabilidade. Eles também
tém outras funcdes como de regulacao da atividade de enzimas que interagem com a
membrana, formacao e fungdo de microdominios, transporte e ciclo celular. O esterol
mais importante nos animais é o colesterol, que também é precursor da sintese de
vitamina D, &cidos biliares e horménios esterdides (Maxfield e Tabas, 2005). Os
esterbis vegetais sdo chamados de fitoesterdis. Eles sdo essenciais para o
crescimento e desenvolvimento da planta e desempenham um papel importante na
adaptacdo ao estresse (Tarkowska e Strnad, 2016). O principal esterol fingico é o
ergosterol, considerado também como o “horménio fungico” podendo estimular o
crescimento e proliferacdo (Dufourc, 2008; Jorda e Puig, 2020). Cada um desses
esterdis € o produto final de uma longa via biossintética de vérias etapas que deriva
de uma via inicial comum (acetil-CoA até epoxido 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 lipidio imunoativo que induz a piroptose celular (Silver, Oliver
e White, 2004; Koselny et al., 2018; Rodrigues, 2018). Além disso, o0 ergosterol &

essencial para a manutengdo do DNA mitocondrial em S. cerevisiae (Cirigliano et al.,
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2019). A abundancia de ergosterol € um fator critico para a adaptacao fungica frente

ao estresse (Kodedova e Sychrova, 2015; Jorda e Puig, 2020; Oliveira et al., 2020).

Acetil-CoA

|

Esqualeno

Epodxido de esqualeno

— T~

Cicloartenol Lanosterol
Fitoesterol Colesterol Ergosterol Ergosterol
Plantas Animais Fungos

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

A via de biossintese do ergosterol € bem estudada em Saccharomyces cerevisiae
(Fryberg, Oehlschlager e Unrau, 1973). Esta via € um processo complexo com gasto
energético consideravel no qual envolvem diversas enzimas. Em S. serevisiae, a
biossintese 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
caracteristicas do produto intermediario, a via de biossintese pode ser dividida em trés
modulos. O primeiro modulo é conservado entre todos os eucariotos, ocorre na
mitocondria e resulta na formacado do mevalonato a partir do acetil-CoA. O segundo
maddulo envolve a formacéo do farnesil pirofosfato a partir do mevalonato e ocorre nos
vacuolos. O terceiro médulo envolve a biossintese do ergosterol a partir do farnesil
pirofosfato e ocorre no reticulo endoplasmatico, citoplasma e particulas lipidicas. As
enzimas esqualeno epoxidase (ergl), esterol 3 ceto-redutase (erg27) e esterol C-24
metiltransferase (erg6) podem ocorrer em duas organelas: reticulo endoplasmatico e
particulas lipidicas (Hu et al., 2017; Chiu et al., 2019; Liu et al., 2019; Jord& e Puig,
2020). Como o oxigénio € requerido para as multiplas reacfes deste ultimo médulo, a
disponibilidade do oxigénio afeta significantemente a sintese do ergosterol. As
enzimas codificadas pelos genes erg sao alvos da maior classe de antifingicos, 0s
azois. A esterol C-24 metiltransferase (erg6), tem se tornado um alvo para a nova
geracao de antifingicos pois ndo participa da biossintese do colesterol (Kodedova e
Sychrova, 2015) (Figura 8).
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Figura 8: Via de biossintese do ergosterol em S. cerevisiae. *Cinza: via alternativa utilizada por
alguns fungos. As enzimas participantes e 0s genes que as codificam estédo descritos. SMT: esterol C-
24 metiltransferase. X: via ndo compartilhada com os fungos. Caixa azul: via de biossintese do
mevalonato. Caixa verde: via de biossintese do farnesil-PP: Caixa marrom: via de biossintese 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 esterois
€ o que difere a via de biossintese de esterol de humanos para a dos fungos
(Georgopapadakou, 1998). A enzima responsavel por catalisar esta reacdo de
transmetilacdo é a esterol c-24 metiltransferase (SMT, 24-SMT, EC 2.1.1.41), sendo
esta codificada pelo gene ergé (McCammon et al., 1984).

O gene ergb6 ja 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 delecao do gene
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erg6 nao foi letal para esses fungos. Entretanto, mutacdes de funcdo deste gene
resultaram em alteracdes na susceptibilidade do fungo aos farmacos e como também
fendtipos de crescimento defeituosos relacionados a integridade e permeabilidade da
membrana. Estudos recentes mostraram que a perda de atividade do gene ergé em
C. albicans, seja por meio da reducéo da expressao do gene ou por meio da inibicdo
farmacoldgica da enzima SMT, resultaram no blogqueio da transicdo morfolégica de
levedura para hifa e reduziu significantemente a viruléncia (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 reacao catalisada pela SMT € do tipo substituicdo nucleofilica
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
reorganizacao de pelo menos trés ligacdes: (a) a clivagem da ligacdo C-S no SAM,
(b) a formacdo de uma ligacdo C-C no esterol aceptor com deslocamento 1,2 de
hidreto na face oposta (face si) da dupla ligacdo do substrato aceptor, e (c) a perda
de um préton do doador ou aceptor (Nes, 2003). Em S. cerevisiae, a reacao de C-
metilacdo ocorre por meio da interacao do substrato aceptor com a SMT na orientacao
que possibilita que os elétrons 1T da dupla ligagdo do C-24 do substrato realize um
ataque nucleofilico (face Si) ao grupo S-CH3 do SAM. A reacdo forma um
intermediario de alta energia possuindo um grupo 243-metil e um ion carbénio ligado
entre a ligacédo 24,25 ou um carbocétion transiente. Apos o rearranjo 1,2 de hidreto do
H-24 para o C-25, ocorre eliminacdo de um préton no C-28, formando os produtos:
uma estrutura 24(28) metileno e a S-adenosil-L-homo-cisteina (AdoHcy, SAH) (Nes,
2000; Zhou et al., 2004; Jayasimha et al., 2006) (Figura 9).
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Figura 9: Mecanismo de acdo da enzima esterol C-24 metiltransferase de S. cerevisiae. (A)
Nu:nlcleo. B- direita: contribui para a reagéo de transferéncia do grupamento metila servindo como um
agente desprotonante. B- esquerda: auxilia no ancoramento do zimosterol ao complexo enzima
substrato por meio de interagdes de hidrogénio; Si-face: face de tras. (B) Reacdo de C-metilagdo

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

A maioria das infeccbes fungicas invasivas afeta pacientes com
imunodeficiéncia severa, como aqueles em internacdo prolongada em unidade de
terapia intensiva, com altera¢des metabdlicas graves e/ou imunossupressao. Estima-
se um aumento das infec¢des fungicas invasivas ao longo do tempo, decorrente do
aumento da incidéncia de cancer e do uso de terapias médicas imunossupressoras e
invasivas. Em casos de candidiase 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, internacdo em UTI, cancer, transplantes, imunossupressao,
neutropenia e infeccdo por HIV. O tratamento com os antifiangicos atualmente
disponiveis apresenta diversas limitages: alta toxicidade, numero limitado de
antifangicos, interagbes medicamentosas, biodisponibilidade reduzida e o
desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos disponiveis, especialmente nos
casos de infec¢des por C. auris e A. fumigatus. Portanto, existe uma necessidade
crescente de desenvolver novos farmacos eficazes para o tratamento das infeccbes
fungicas.

E importante destacar que identificar novos alvos de drogas é um desafio, pois
os fungos e os humanos sdo organismos eucaridticos. Estudos mostram que
mutacBes no gene ergb causam alteracbes na susceptibilidade dos fungos aos
farmacos, levam a formacéao de fen6tipos com crescimento defeituoso, relacionados
a integridade e permeabilidade da membrana, e bloqueiam o processo de dimorfismo.
Dados recentes também demonstraram que o gene erg6 € essencial para o fungo
Mucor lusitanicus e para a viabilidade das espécies de Aspergillus. Além disso, o gene
da esterol C-24 metiltransferase (SMT) esta ausente no genoma humano, o que indica
esse alvo como promissor. Portanto, este trabalho buscou a caracterizagéo estrutural
e enzimatica das esterol C24-metiltransferases de C. auris e A. fumigatus como parte

de uma estratégia para o desenvolvimento de antifingicos potentes e seletivos.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo fornecer informacdes estruturais e
funcionais das esterol C24-metiltransferases de C. auris e de A. fumigatus para o

desenvolvimento de antifungicos potentes e seletivos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir as esterol C24-metiltransferases de C. auris e de A. fumigatus em
sistema de expressédo de Escherichia coli.
e Purificar as esterol C24-metiltransferases de C. auris e de A. fumigatus.
e Caracterizar funcionalmente as esterol C24-metiltransferases de C. auris e de
A. fumigatus por meio de ensaio enzimatico.
o Determinar a via de biossintese do ergosterol por meio da definicdo do
substrato utilizado por cada enzima estudada.
o Determinar a afinidade de cada enzima pelos substratos.
o Determinar os parametros cinéticos de cada enzima estudada.
o Identificar inibidor para cada enzima estudada.
e Caracterizar as estruturas das esterol C24-metiltransferases de C. auris e de
A. fumigatus por dicroismo circular.
o Avaliar o efeito do pH e temperatura na estabilidade e na estrutura
secundaria das enzimas.
e Predizer a estrutura tridimensional das esterol C24-metiltransferases de C.
auris e de A. fumigatus.
e Analisar a especificidade de interacao dos substratos para cada enzima por
meio de docking molecular.
e 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 Transformacdo de E. coli BL21 (DE3) com os plasmideos de expressao

A sequéncia de aminoacidos correspondente as esterol C24-metiltransferases de
C. auris e A. fumigatus foi obtida no UniProt. As enzimas foram identificadas como
CauSMT e AfSMT, respectivamente. Outras sequéncias desses fungos, disponiveis
no banco de dados, foram analisadas, mostrando-se 100% idénticas. As sequéncias
foram submetidas a analises de predicdo de hélices transmembranicas pelo servidor
TMHMM Server v. 2.0, de dominios conservados e de sitios de clivagem por meio do
banco de dados CDD do NCBI, predicdo de sitios de N-glicosilagdo pelo servidor
NetNGlyc 1.0 Server e predicdo de pontes dissulfeto por meio do software DIPro. Além
disso, as sequéncias foram desenhadas para otimizar os codons preferenciais
utilizados por Escherichia coli, sendo adicionados sitios de restricdo para Xhol e Ndel.
O gene foi sintetizado e clonado pela empresa GenOne.

Com o objetivo de aumentar a quantidade de plasmideo, primeiramente, 100 pL
de células competentes de Escherichia coli DH5-a e 1 pL do vetor de expressao
CauSMT-pET28a e AfSMT-pET28a (40 ng/mL) foram misturados. Em seguida, o
protocolo de transformacao por choque térmico foi seguido conforme descrito no item
4.2.

Logo apds, uma colénia recombinante de E. coli foi adicionada a 5 mL de meio
LB com 5 pyL de ampicilina (100 mg/mL) e incubada a 37 °C, sob agitacao, 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
recomendacdes do fabricante.

A transformacao de E. coli BL21 (DE3), E. coli BL21 (DE3) pLysE, BL21 (DE3)
pLysS, Lemo21 (DE3) e pGro (DE3) com o vetor de expressdo CauSMT-pET28a e
AfSMT-pET28a foi realizada adicionando-se 1 pL do vetor (40 ng/mL) a 100 pL de
células competentes. Em seguida, o protocolo de transformacao por choque térmico

foi seguido conforme descrito no item 4.2.

4.2 Transformacéo de células de E. coli por choque térmico

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

por 90 segundos. Apés o choque térmico, as células foram incubadas no gelo durante
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5 minutos. Apos esta etapa, 900 pL de meio de cultura LB (peptona e caseina 1%
(m/v), NaCl 1% (m/v) e extrato de levedura 0,5% (m/v)) foram adicionados as células,
gue em seguida foram incubadas a 37 °C durante 1 h. Subsequentemente, 200 pL da
cultura foram plagueados em 25 mL de meio LB soélido (peptona e caseina 1% (m/v),
NaCl 1% (m/v) e extrato de levedura 0,5% (m/v) e agar 2% (m/v)), suplementado com
canamicina 50 ug/mL e 34 ug/mL de cloranfenicol para as transformacdes com as
células de E. coli BL21 (DE3) pLysE, BL21 (DE3) PlysS, Lemo21 (DE3) e pGro (DE3)
e canamicina 50 yg/mL para as células de E. coli BL21 (DE3). As placas foram

incubadas a 37 °C por 16 h para o crescimento das colonias.

4.3 Producdo heter6loga da CauSMT e da AfSMT em sistema de expressao de

Escherichia coli

Um dos clones recombinantes (item 4.2) foi inoculada em 5 mL de meio LB
liquido no qual foram adicionados canamicina 50 ug/mL e 34 ug/mL de cloranfenicol
para as transformacdes com as células de E. coli BL21 (DE3) pLysE, BL21 (DE3)
PlysS, Lemo21 (DE3) e pGro (DE3) e canamicina 50 ug/mL para as células de E. coli
BL21 (DE3). A cultura foi incubada a 37 °C por 16 h, sob agitacéo (220 r.p.m.). 1,25
mL deste indculo inicial foi adicionado a 25 mL de meio LB com canamicina 50 pg/mL
e 34 ug/mL de cloranfenicol para as transformagdes com as células de E. coli BL21
(DE3) pLysE, BL21 (DE3) PlysS, Lemo21 (DE3) e pGro (DE3)) e canamicina 50 pg/mL
para as células de E. coli BL21 (DE3). A cultura foi incubada a 37 °C em agitacéo até
a O.D.s00 (densidade otica em 600 nm) alcancar o valor de 0,6 a 0,8. Atingida a O.D.so00,
1 mL de cultura pré-inducéo foi coletado e centrifugado a 12.000 x g por 3 min.
Posteriormente, a cultura foi induzida com IPTG (concentracao final 1 mM). Apés 6 h
de inducgéo, o cultivo final com O.D.s00 de 2,0 foi submetida a centrifugacéo a 9.200 x

g por 20 min.

4.4 Analise da expressdo por SDS-PAGE

Baseando-se na O.D.s00 do precipitado celular obtido no item 4.3, a concentracao
do mesmo foi ajustada de forma que se tornassem iguais, para isto, as amostras foram
ressuspendidas em tampéao de amostra Laemmli 1x (200 mM Tris-HCI pH 6.8, SDS
10% (m/v), 10 mM B-mercaptoetanol, azul de bromofenol 0,05% (m/v) e 40% de

glicerol). Depois de ressuspendidas, as amostras foram fervidas a ~95 °C em banho-
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maria por 15 min. O gel separador 12% (m/v) foi preparado utilizando-se 3 uL de
TEMED, 150 pL de SDS 10% (m/v), 50 yL de PSA (persulfato de aménia) 10% (m/v),
1,25 mL de Tris-HCI pH 8,8, 2 mL de acrilamida 30% (m/v) e 1,7 mL de &dgua destilada.
O gel concentrador 5% (m/v) foi preparado utilizando-se 75 pL de SDS 10% (m/v), 3
pl de TEMED, 25 pL de PSA 10% (m/v), 340 pL de Tris-HCI pH 6,8, 420 uL de
acrilamida 30% (m/v) e 1,75 mL de agua destilada. 20 yL da amostra foram
adicionados a canaleta do gel, o qual foi corrido em tampéo de corrida (Tris-HCI 25
mM, glicina 200 mM e SDS 0,1% (m/v)) a aproximadamente 160 V e 45 mA. Apéds a
eletroforese, o gel foi corado com solucdo de Commassie (Commassie brilliant blue
R-250 0,1% (m/v), etanol 50% (v/v) e acido acético 10% (v/v)) por 12 h e descorado

com &cido 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 tampéo 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 parametros: ciclos de 45 segundos de lise e 1
minuto de descanso. O precipitado celular foi separado do sobrenadante por
centrifugacéo a 14.400 x g durante 30 minutos a 4 °C. A eletroforese por meio de SDS
PAGE 12% (m/v) (item 4.4) foi realizada com aliqguotas do sobrenadante e do

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

4.6 Otimizacao da producéo de CauSMT e da AfSMT

Colbnias de cada transformacéo 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 °C e apés 16
h de expressao heteréloga, o cultivo final foi submetido a centrifugacdo a 9.200 x g
por 20 min. O precipitado celular foi armazenado a -4°C para realizar o teste de
solubilidade (item 4.5).

Posteriormente, foi realizada novamente a transformacao de E. coli BL21 (DE3)
e BL21 (DES3) PlysS com vetor de expressdo CauSMT-pET28a e AISMT-pET28a. No
qual foi adicionado o volume de 1 pL do vetor (40 ng/mL) a 100 uL de células de
competentes. Em seguida, seguiu-se o protocolo de transformacdo por choque

térmico conforme item 4.2., diferenciando que nesse experimento foi utilizado o meio
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de cultura MDG sdlido e liquido (Tabela 2). Posteriormente, trés colbnias de cada
transformacao de células de E. coli BL21 (DE3) e BL21 (DE3) PlysS foram inoculadas

em 5 mL de meio liquido MDG com os antibidticos ja citados anteriormente (Tabela

1). A cultura foi incubada a 37 °C por 16 h, sob agitacdo (220 r.p.m.) 25 L deste

indculo 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 °C e apo6s 16 h de

expressao heterologa, o cultivo final foi submetido a centrifugacdo a 9.200 x g por 30

min.

Tabela 1. Composicao do meio de cultura minimo MDG (Studier, 2005).

Na>HPOq 25 mM MgSQOy4. 7H20 2 mM
KH2PO,4 25 mM FeCls 0,06 mM
NH4C1 50 mM glicose 0,5%
Na»S04 5 mM glicose 0,5%

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

Peptona 1% MgSOs. 7H,0 2 mM

Extrato de levedura 0,5% FeCls 0,06 mM
NayHPO4 25 mM glicerol 0,5%
KH,PO4 25 mM glicose 0,05%
NH4C1 50 mM lactose 0,2%
Na,S04 5 mM

O precipitado celular foi armazenado a -4°C para realizar o teste de
solubilidade (item 4.5).

4.7 Producao heter6loga da CauSMT e da AfSMT em sistema de
expressdo de Escherichia coli e purificacdo por cromatografia de
afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC)

A expressédo heteréloga em grande escala foi realizada iniciando-se com a
adicdo de 200 pL do indculo 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 pg/mL. A cultura foi
incubada a 37 °C por 16 h, sob agitacéo (220 r.p.m.). O cultivo foi submetido a
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centrifugacédo a 9.200 x g por 20 min a 4 °C. O precipitado celular foi
ressuspendido em tampédo Tris 75 mM pH 7,6, NaCl 300 mM, glicerol 5%,
seguindo se uma proporcdo de 80 mL para cada precipitado celular obtido da
expressdo de 500 mL de cultivo. As células ressuspensas foram entdo
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 °C. O sobrenadante foi filtrado em uma membrana com
poro de 0,45 um. A purificagao foi realizada utilizando-se o equipamento AKTA
Prime (GE Healthcare) e a coluna HisTrap HP de 1 mL (GE Healthcare). O
tampéo Tris 75 mM pH 7,6, NaCl 300 mM, glicerol 5% foram utilizados como
tampéo de ligacdo e de eluicdo, com o diferencial de que o de eluicdo era
acrescido de 500 mM de imidazol. A amostra filtrada foi injetada na coluna em
um fluxo de 1,0 mL.min"t. Para a remocéao de proteinas contaminantes a coluna
foi submetida a diversas lavagens com diferentes concentracfes de imidazol.
ApoOs a eluicdo da proteina, as fragbes coletadas foram analisadas por
eletroferese em SDS-PAGE.

Posteriormente, objetivando a otimizacdo da expresséo, 200 pL do inéculo
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 ug/ml. Devido a aeracao, foram realizados dois cultivos de 200
mL para proteina. A cultura foi incubada a 37 °C por 16 h, sob agitacdo (220
r.p.m.). O cultivo foi submetido a centrifugacéo a 9.200 x g por 20 mina 4 °C. O
protocolo utilizado para a purificacdo desta otimizacdo foi 0 mesmo descrito
previamente. Apds a eluicdo da proteina, as fragdes coletadas foram analisadas
por eletroferese em SDS-PAGE. Os cromatogramas foram construidos utilizando

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

4.8 Imunodetec¢cdo da CauSMT e da AfSMT por Western Blot

Para esta analise um gel SDS-PAGE 12 % foi corrido, mas nao foi corado
com a solucéo corante de Commassie. O gel foi mantido por 15 min em tampé&o
de transferéncia (Tris 48 mM, SDS 0,037%, Metanol 20%, Glicina 39 mM). A
membrana de nitrocelulase e dois papéis de filtro foram embebidos em tampao

de transferéncia.
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No aparelho Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell foram empilhados um papel
filtro, membrana, gel e o ultimo papel filtro. Este foi submetido a 15 V por 15 min.
ApoOs a transferéncia, a membrana foi incubada em solucéo de bloqueio (Leite
desnatado 5%, Tween 0,05% e PBS 1x) por 2h a temperatura ambiente. A
membrana foi submetida a trés lavagens de 5 minutos em tampao PBS (NacCl
137 mM, KCI 2,7 mM, NazHPO4 10mM, KH2PO4 2 mM) acrescido com Tween 20
0,05%. Ap0s as lavagens, a membrana foi incubada com o anticorpo monoclonal
Anti-polihistidina-fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich, A5588) diluido em tampéao
PBS 1X adicionado BSA 1% na proporgdo 1:1000 por 2h. Em seguida, a
membrana foi entdo submetida as trés lavagens com PBS 1x acrescido com
Twwen 20 0,05%. A membrana foi lavada uma vez com tampé&o APB (NaCl 100
mM, Tris 100 mM pH 9,5, MgCl 5 mM) e entéo foi revelada utilizando a solugédo
reveladora formada pelos substratos NBT/BCIP (Sigma-Aldrich, B5655).

4.9 Purificacdo da CauSMT e da AfSMT por cromatografia de exclusao
molecular (SEC)

Objetivando o refinamento da purificagdo, as fragdes purificadas por
cromatografia IMAC apds analise de eletroferese em SDS-PAGE foram injetadas
na coluna Hiload 16/600 Superdex 200 (GE Healthcare). A coluna foi
previamente equilibrada em tampéo Tris 75 mM pH 7,6, NaCl 300 mM, glicerol
5%, e a amostra foi aplicada em um fluxo de 1,0 mL.min1. Os picos foram
coletados e analisados em gel SDS-PAGE 12 %. Os cromatogramas foram
construidos utilizando o programa OriginPro 2023 (Microcal Software Inc., USA).

Para a construcéo da curva de calibracdo da coluna foram utilizados para
blue dextran 2000 (2000 kDa), tireoglobulina (669 kDa), Apoferritina (443 kDa),
B-amilase (200 kDa), Alcool desidrogenase (150 kDa), Albumina (66 kDa) e
Anidrase carbbnica (29 kDa). A cromatografia das proteinas calibrantes foi
realizada nas mesmas condicbes que as cromatografias das proteinas
analisadas nesse trabalho. Obteve-se uma curva de calibragcdo entre o
coeficiente de particdo Kav contra o log da massa molecular dos calibrantes,
sendo que: Ve=volume de retencdo da proteina Vo=volume vazio da coluna

Vc=volume geométrico da coluna.
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Kav = Ve — Vo/ Vc— Vo (equacgao 1)

4.10 Otimizacao da purificagao

4.10.1 Purificagdo da CauSMT e da AfSMT por cromatografia de troca idénica
(IEX)

Outra etapa de purificacdo foi realizada sendo esta por troca anibnica
utilizando a coluna HiTrap Q FF. A proteina eluida da cromatografia de excluséo
molecular passou por uma etapa para remocao do imidazol presente na amostra,
e apos isso foi aplicada na coluna e eluida por gradiente de 50mL de NaCl de 0

a1l M em fluxo de 1,0 mL.min1,

4.10.2 Purificagcdo da CauSMT por IMAC na presencga de inibidores de
proteases

A CauSMT foi produzida utilizado o protocolo determinado apods a
otimizacdo descrito no Ultimo paragrafo do item 4.7.0 cultivo resultante da
expressado heteréloga foi submetido a centrifugacéo a 9.200 x g por 20 min a 4
°C. O precipitado celular foi ressuspendido em tampao Tris 75 mM pH 7,6, NaCl
300 mM, glicerol 5%, seguindo se uma propor¢cdo de 40 mL para cada
precipitado celular obtido da expressdo de 200 mL de cultivo. Em seguida
adicionou-se os inibidores de protease aprotinina (0.7 ug/mL), pepstatina (0.7
pg/mL), PMSF (1mM) e leupeptina (0.5 pg/mL). As células ressuspensas foram
entdo 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 °C. As etapas da purificacdo foram as
mesmas realizadas no item 4.7. Apés a eluicdo da proteina, as fragdes coletadas
foram analisadas por eletroforese em SDS-PAGE. Os cromatogramas foram
construidos utilizando o programa OriginPro 2023 (Microcal Software Inc., USA).

4.10.3 Purificagdo da CauSMT por IMAC na presenga do agente redutor 3-
mercaptoetanol

A fracéo eluida de 2,5 mL na purificacé@o anterior foi diluida objetivando que

a concentragao de imidazol ficasse a 50 mM. Foi adicionado - mercaptoetanol

10mM ao volume de 25 mL, ficando este incubado por 1h30min a 4°C. Para que
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a purificacdo ocorresse totalmente em ambiente redutor, foi adicionado também
B- mercaptoetanol 10mM nos tampdes de ligacdo e eluicdo. As etapas da
purificacdo foram as mesmas realizadas no item 4.7. Apos a eluicédo da proteina,

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

4.10.4 Purificagdo da CauSMT por ultrafiltragéo

A fracdo eluida de 50 pL na purificacdo 4.10.2 foi diluida 20 vezes em
tampao de ligacao (Tris 75 mM pH 7,6, NaCl 300 mM, glicerol 5%). O volume de
500 mL foi concentrado por ultrafiltracdo, utilizando o sistema Amicon de 500 mL
contendo membrana de celulose regenerada de 10 kDa de cut-off. O mesmo
protocolo foi realizado novamente, s6 que nesse outro caso foi utilizado a

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

4.11 Andalises de mudancas no estado oligomérico da CauSMT por

Espalhamento Dindmico de Luz (DLS)

Objetivando analisar o efeito da variagdo da concentracdo e de agentes
aditivos no estado oligomérico de CauSMT, foram realizados diversos ensaios
utilizando a técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS). As medicbes de
DLS foram feitas em um Zetasizer Nano Series Nano-ZS (Malvern Instruments,
Reino Unido) para determinacgdo do tamanho de particula/moléculas a 20 °C. Um
laser He-Ne com A = 633 nm foi usado para medi¢des, em angulo de 173°, com
deteccao de retrodispersao, usando a cubeta de plastico. Os experimentos foram
realizados com a proteina em tampéao Tris 75 mM pH 7,6, NaCl 300 mM, glicerol
5%. Diversas condi¢cdes de CauSMT foram preparadas conforme tabela 3. Antes
das medic¢des, as amostras foram centrifugadas a 14.400 x g por 1h a 4 °C,
filtradas em filtro 0,22 um estéril e deaeradas por 10 minutos. Previamente a
cada analise das amostras listadas na tabela 3, foram realizadas a leituras dos

controles ausentes da proteina.
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Tabela 3. Diferentes condi¢cdes testadas de CauSMT pela técnica de espalhamento dinamico de

luz.

Condigdes Variag¢des nas Condigodes
1 | [mg/mL] 1,4 0,7 0,35 0,08
2 | [0,35] + Glicerol 10% 20%
3 | [0,35] + Glicerol! + CHAPS? 20%1 + 142 20%1 + 442
4 | [0,35] + Triton X-100 0,5%
5 | [0,35] + Triton X-100 0,05% | 0,1% | 0,3% 0,5%

4.12 Purificacdo da CauSMT e AfSMT por IMAC na presenca de aditivo

A CauSMT foi produzida utilizado o protocolo determinado apos a
otimizacdo descrito no ultimo paragrafo do item 4.7.0 cultivo resultante da
expressado heteréloga foi submetido a centrifugacéo a 9.200 x g por 20 min a 4
°C. O precipitado celular foi ressuspendido em tampao (Tris 75 mM pH 7,6, NaCl
300 mM, glicerol 5%, Triton X-100 0,1%) seguindo se uma proporc¢éo de 40 mL
para cada precipitado celular obtido da expressédo de 200 mL de cultivo. Em
seguida adicionou-se os inibidores de protease aprotinina (0.7 pg/mL),
pepstatina (0.7 ug/mL), PMSF (1mM), leupeptina (0.5 uyg/mL) e DTT 4 mM. As
células ressuspensas foram entdo 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 °C. As
etapas da purificacdo foram as mesmas realizadas no item 4.7. ApGs a eluicéo
da proteina, as fragdes coletadas foram analisadas por eletroferese em SDS-
PAGE. Os cromatogramas foram construidos utilizando o programa OriginPro 2023
(Microcal Software Inc., USA).

4.13 Determinacdo do estado oligomérico da CauSMT e AfSMT por SEC

Objetivando determinar o estado oligomérico das proteinas purificadas por
IMAC, as fragGes foram injetadas na coluna Hiload 16/600 Superdex 200 (GE
Healthcare). A coluna foi previamente equilibrada em tampao 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.mint. Os picos foram coletados e analisados em gel SDS-PAGE
12 %. Os cromatogramas foram construidos utilizando o programa OriginPro
2023 (Microcal Software Inc., USA).
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4.14 Determinacao da concentracdo da CauSMT e da AfSMT por Bradford

A concentracdo de CauSMT e AfSMT foi determinada pelo método de
quantificacdo de proteina, Bradford (Bradford, 1976). Neste método utilizou-se
albumina sérica bovina — BSA (SigmaAldrich, Alemanha) para obtencdo da
curva-padrdo. Em microplaca de 96 pocos foram adicionados 250uL de reagente
de Quick Start Bradford 1x reagente (Bio-Rad, EUA) e 5 uL de amostra. O tempo
de incubacéao foi de 5 min a temperatura ambiente, com leitura a 595 nm em

microplaca de 96 pocgos.

4.15 Caracterizagdo enzimatica da CauSMT e da AfSMT

4.15.1 Descrigao do ensaio enzimatico de metiltransferase (MTase-Glo™)
A caracterizacdo enzimatica das esterol C24-metiltransferases de C. auris
e de A. fumigatus em tampao 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 enziméatica de
metiltransferase (Hsiao, Zegzouti e Goueli, 2016, 2022; Dong et al., 2020).
O ensaio MTase-Glo™ é composto por:
e Reagente Methyltransferase-Glo™
e Solucdo de deteccao Methyltransferase-Glo™
e S-adenosil-metionina (SAM)

e S-adenosil-homocisteina (SAH)

O ensaio MTase-Glo™ é um ensaio de bioluminescéncia que monitora a
atividade de metiltransferase por meio da deteccdo de formacdo de SAH. Apéds
a reacao de metiltransferase, o reagente MTase-Glo™ é adicionado para
converter SAH em ADP. Posteriormente, adiciona-se a solucdo de deteccéo
MTase-Glo™ que ird converter ADP em ATP, que é entéo detectado via reacao
de luciferase (Figura 10). O ensaio foi realizado em microplacas brancas de 96
pocos adequadas para ensaios de luminescéncia. As leituras das placas foram
realizadas no equipamento GloMax® Discover Microplate Reader (Promega

Corporation, Madison, USA).
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Metiltransferase
Substrato » Produto

/—\ Solugao
Reagente de detecgéo

MTase-Glo™ MTase-Glo™
SAH ——— > ADP ———— > Light

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

4.15.2 Determinagéo da especificidade em relagdo aos substratos esterois
Seguindo recomendacfes 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/agua
ultrapura e armazenados a -4°C. Imediatamente antes do uso, as aliquotas eram
aguecidas a 40°C e sonicadas. Para este primeiro ensaio, as concentracdes 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 concentragdo de CauSMT e AfSMT a 1 pM. As
atividades de ambas as enzimas foram testadas na presenca dos substratos
zimosterol e lanosterol a 150 yM. Seguindo-se recomendacdes do protocolo do
ensaio MTase-Glo™, as reacbOes das metiltransferases foram preparadas
constituindo se de: enzimas, SAM, zimosterol ou lanosterol e o tampéao de reacéo
(20 mM Tris pH 8.0, 50mM NaCl, 1mM EDTA, 3mM MgClz, 0.1mg/mI BSA e 1mM
DTT). A reacao foi incubada a temperatura ambiente por 30 min. Em seguida, 5
pL do reagente Methyltransferase-Glo™ foi adicionado a reacao que foi incubada
a temperatura ambiente por 30 min. Posteriormente, 25 pL da solucédo de
deteccdo Methyltransferase-Glo™ foi adicionada. A reacao foi incubada por mais
30 min a temperatura ambiente para a reacdo de luciferase e posterior leitura da

luminescéncia.

4.15.3 Determinagdo da concentragdo de enzima otima

Apés a determinacdo da atividade de cada enzima frente a cada um dos
substratos esterdis, este ensaio foi realizado destes a 150 yM e variacao
crescente da concentracdo de CauSMT e AfSMT (3,9 a 125 nM). Seguindo-se

recomendacdes do protocolo do ensaio MTase-Glo™, as reacbes das

46



metiltransferases foram preparadas constituindo se de: enzimas, SAM,
zimosterol ou lanosterol e o tampéo de reacédo (20 mM Tris pH 8.0, 50mM NacCl,
1mM EDTA, 3mM MgClz, 0.1mg/ml BSA e 1mM DTT). A detecc¢éo de formagéo
de SAH foi realizada nas mesmas condigdes descritas no item 4.15.2. O ajuste
da equacao da reta foi realizado usando o programa OriginPro 2023 (Microcal
Software Inc., USA).

4.15.4 Determinagdo da constante de afinidade pelos substratos

Para a definir a constante de afinidade da CauSMT pelo SAM, o ensaio foi
realizado em crescentes concentracdes do substrato SAM (0,31 uM a 160 uM)
na presenca de zimosterol a 160 uM.

Apbs definicdo da constante de afinidade do SAM, o ensaio para determinar
a constante de afinidade da CauSMT pelo zimosterol foi realizado em crescentes
concentracfes do substrato zimosterol (2,5 uM a 160 uyM) na presenca de 12
vezes a constante de afinidade de SAM correspondendo a 52,35 uM.

Para a definir a constante de afinidade da AfSMT pelo SAM, o ensaio foi
realizado em crescentes concentracdes do substrato SAM (0,31 uM a 160 uM)
na presenca de lanosterol a 160 uM.

Apos definicdo da constante de afinidade do SAM, o ensaio para determinar
a constante de afinidade da AfSMT pelo lanosterol foi realizado em crescentes
concentragdes do substrato lanosterol (20 uM a 640 uM) na presenca de 10
vezes a constante de afinidade de SAM correspondendo a 18,2 uM.

Seguindo-se recomendacfes do protocolo do ensaio MTase-Glo™, as
reacoes das metiltransferases foram preparadas constituindo se de: enzimas,
SAM, zimosterol ou lanosterol e o tampéo de reagao (20 mM Tris pH 8.0, 50mM
NaCl, 1mM EDTA, 3mM MgClz, 0.1mg/ml BSA e 1mM DTT), seguido da adicéo
de TFA 0,05% para parar a reacdo. A deteccdo de formacédo de S-adenosil-
homocisteina (SAH) foi realizada nas mesmas condi¢cdes descritas no item
4.15.2. O ajuste da curva hiperbdlica foi realizado usando o programa OriginPro
2023 (Microcal Software Inc., USA).
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4.15.5 Determinagéo da curva-padrdo de SAH

O ensaio para obtencdo da curva-padréo de SAH foi preparada usando os
mesmos parametros e tampdes dos ensaios de titulacdo das enzimas e
substratos. A correlagéo linear da unidade relativa de luminescéncia (RLU) de
acordo com a concentracdo do produto foi realizada mediante a variacao
crescente de SAH (0,009 a 10 uyM). Seguindo-se recomendacfes do protocolo
do ensaio MTase-Glo™, a diluicdo de SAH foi preparada utilizando o tampéao de
reag&o (20 mM Tris pH 8.0, 50mM NaCl, 1mM EDTA, 3mM MgClz, 0.1mg/ml BSA
e 1mM DTT). Apos a leitura da luminescéncia, o ajuste da equacao da reta foi

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

4.15.6 Determinag¢do dos parédmetros cinéticos de CauSMT

Para a determinacao dos valores cinéticos de Km € Vmax a enzima CauSMT
a 50nM foi incubada em concentragcfes crescentes de substrato zimosterol (5
MM a 320 uM) e do substrato SAM a 25 pM. Seguindo-se recomendacfes do
protocolo do ensaio MTase-Glo™, a reacdo da metiltransferase foi preparada
constituindo se de: enzima, SAM, zimosterol e o tampéao de reag¢ao (20 mM Tris
pH 8.0, 50mM NaCl, 1mM EDTA, 3mM MgCI2, 0.1mg/ml BSA e 1mM DTT),
seguido da adicdo de TFA 0,05% para parar a reacdo. Os ensaios foram
realizados nos tempos de 60, 600, 1.200 e 1.800 segundos, de forma a obter a
velocidade inicial para cada concentracédo de substrato testada. A deteccdo de
formacéo de SAH foi realizada nas mesmas condicfes descritas no item 4.15.2.

Os parametros cinéticos Km e Vmax foram determinados por meio da relacdo
entre velocidade inicial e concentragcédo do substrato seguindo o ajuste da curva
hiperbdlica pela equacdo de Michaelis-Menten (equacdo 2), presente no
programa OriginPro 2023 (Microcal Software Inc., USA):

V = Vmax [S] / Km + [S] (equacgéo 2)

Onde S é a concentracao de substrato em pM, Vo € a velocidade de reacdo
inicial em (UM.min)%, Vmax € a velocidade de reacdo maxima em (uM.min)?, e Km
€ a constante de Michaelis-Menten ou a concentragdo de substrato para qual a

enzima atinge a metade de Vmax JM.
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O kcat em min, niumero de renovacdo (turnover number) foi calculado a
partir da equacéao 3.
Kcat = Vmax / [Et] (equacéo 3)

onde [E{] é a concentracdo de enzima inicial em nM.

4.15.7 Inibigdo da atividade enzimatica de CauSMT e da AfSMT pela tomatidina

Seguindo recomendacdes 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 aliquotas eram aquecidas a 40°C e
sonicadas. O ensaio foi realizado com a concentracdo de CauSMT a 50 nM e
dos correspondentes substratos zimosterol a 100 uM e SAM a 25 yM. Para o
ensaio com a AfSMT, concentracdo da enzima foi 50 nM e dos correspondentes
substratos lanosterol 350 uM e SAM a 10 yM. Seguindo-se recomendacfes do
protocolo do ensaio MTase-Glo™, as reacdes das metiltransferases foram
preparadas constituindo se de: enzimas, zimosterol ou lanosterol, tampé&o de
reacao (20mM Tris pH 8.0, 50mM NaCl, 1ImM EDTA, 3mM MgCl2, 0.1mg/ml BSA
e 1mM DTT) e reagente Methyltransferase-Glo™, seguido da adi¢édo do inibidor.
A reacao foi incubada por 10min a temperatura ambiente. Posteriormente, o
substrato SAM foi adicionado e a reagdo foi incubada por mais 30 min a
temperatura ambiente. A reacéo de luciferase foi realizada adicionando-se 25 pL
da solucéo de deteccdo Methyltransferase-Glo™ e incubando por mais 60 min a
temperatura ambiente. A luminescéncia foi lida logo em seguida. A concentracao
inibitéria média (ICso) foi calculada por meio de ajuste ndo linear para a curva de
dose-resposta disponibilizada no programa OriginPro 2023 (Microcal Software
Inc., USA).

4.16 Caracterizagao estrutural da CauSMT e da AfSMT

4.16.1 Efeito do pH e temperatura nas estruturas secundarias e estabilidade
estrutural por dicroismo circular

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

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

temperatura Peltier (Jasco Corporation, Toquio, Japdo). As medidas foram

realizadas em cubeta de quartzo de 0,05 cm na faixa de 195-260 nm (regiéo far-
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UV) com um intervalo de aquisicdo de dados 0,1 nm. A concentracdo da
CauSMT e da AfSMT e dos tampdes utilizados nos ensaios estédo listados na
tabela 4. Trés leituras consecutivas foram acumuladas e a média dos espectros
foi registrada. A contribuicdo do sinal dos tampdes foi subtraida de cada espectro
proteico coletado.

A elipticidade de cada comprimento de onda (8)x foi convertido em

elipticidade molar média por residuo usando a equacéo 4.

(8)r»=6M 10 c n L (equacéo 4)

onde: (B)x é a elipticidade (milidegrees); n: numero de residuos de aminoacidos; c:
a concentracdo da proteina (mol/L) e L, o caminho 6ptico (cm). O valor de (B)x é
descrito em degrees.cm?dmol (Adler, Greenfield e Fasman, 1973; Woody e
Dunker, 1996). O percentual de estrutura secundaria de CauSMT e AfSMT foi
estimado por meio dos espectros usando o programa de deconvolugcédo Bestsel
(Micsonai et al., 2018). Quanto ao percentual de estrutura secundaria da estrutura
tridimensional, este foi obtido usando o algoritmo DSSP (Kabsch e Sander, 1983).

Tabela 4. Condi¢cBes experimentais da CauSMT e AfSMT em diferentes pHs para andlise de

dicroismo circular.

Proteina Concentracao Tampéo
1M Acetato de Sdédio 250uM pH 5,6, Glicerol
0,015%, Triton X-100 0,005%
Tris 510uM pH 7,6, Glicerol 0,03% e Triton
AfSMT 1,13 pM X-100 0,01%
Borax 540uM pH 9,6, Glicerol 0,03%, Triton
1,67 pM X-100 0,01%
1,49 M Acetato de Sé6dio 440uM pH 5,6, Glicerol
! 0,02% e Triton X-100 0,008%
CauSMT 1,63 uM Tris 460uM pH 7,6, Glicerol 0,02% e Triton

X-100 0,009%

Borax 540uM pH 9,6, Glicerol 0,03%, Triton
2,16 M X-100 0,01%

Os ensaios de estabilidade térmica da CauSMT e da AfSMT foram
conduzidos em diferentes pHs: 5,6, 7,6 € 9,6. As estabilidades nesses pHs foram

avaliadas monitorando mudancas na elipticidade em 222 nm em temperaturas
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variando entre 25 e 90 °C com velocidade de aquecimento de 1°C/min. Os
espectros dicroicos foram coletados a cada 10 °C, na faixa de 200-260 nm
(regibes far-UV) com um intervalo de aquisicdo de dados 0,1 nm. As
temperaturas de transi¢c&do entre o estado nativo e desnaturado (Tm) da CauSMT
e da AfSMT nos diferentes pHs testados foram estimadas pelo ajuste sigmoidal
das curvas de desnaturacdo utilizando a equacdo Boltzmann do programa
OriginPro 2023.

4.16.2 Analise de sequéncias e predicdo da estrutura tridimensional e dos
oligbmeros de CauSMT e AfSMT

Os alinhamentos multiplos foram realizados por meio do Clustal Omega
(Larkin et al., 2007). A matriz de identidade de sequéncias foi determinada
usando o programa Clustal 2.1. Para a melhor visualizacdo, um heat map foi
construido por meio do programa OriginPro 2023 (Microcal Software Inc., USA).
A descricao da estrutura secundaria e figura do alinhamento multiplo foi obtida
usando o software ESPript v. 3.0 (Robert e Gouet, 2014).

As predi¢cOes das estruturas tridimensionais de CauSMT e AfSMT foram
realizadas pelo AlphaFold usando a plataforma ColabFold disponivel no Google
Laboratory (Jumper et al., 2021; Mirdita et al., 2022). As estruturas oligoméricas
de ambas as proteinas 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 pontuacdes do teste de
diferenca de distancia local prevista por residuo e global (pLDDT) e o erro médio
previsto (PAE). As representacdes graficas das estruturas de proteinas
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 utilizacédo de dois programas distintos,
GOLD e o AutoDocking Vina (Jones et al., 1997; Trott e Olson, 2010). Ambas as
proteinas e 0s seus respectivos ligantes foram docados utilizando o programa

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

O outro programa utilizado para as analises de docking para CauSMT foi o
AutoDock Vina (Trott e Olson, 2010). Antes de se realizar esse experimento in
silico preparou-se tanto a proteina quanto o ligante para a corrida, para isso
utilizou-se o pacote MGLTools. Para preparar as coordenadas, foram retiradas
todas as moléculas de agua e ligantes da estrutura da proteina, e adicionaram-
se 0s hidrogénios polares que ndo estavam presentes no arquivo do PDB. A
seguir, definiu-se a area em que foi feita a procura das poses (grid box), em
outras palavras, a regido 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 regido do sitio ativo. Para realizacdo dos experimentos
selecionou-se um valor de exhaustiveness, num_modes e energy_range para
256, 20 e 10, respectivamente. As representacOes graficas das estruturas de
proteinas mostradas neste trabalho foram geradas pelo programa PyMOL
(DeLano, 2008).

4.16.4 Cristalizagdo da CauSMT e da AfSMT

A primeira etapa de triagem das condi¢cfes de cristalizacdo das proteinas
CauSMT e AfSMT foram realizadas pelo método de difusdo 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 pL de cada uma
das 96 solucbes de cristalizacdo de cada kit que diferenciam entre si pelos
agentes precipitantes e concentracbes; tampdes, pHs e concentracdes e
agentes aditivos e concentracdes.

As proteinas contidas em tampéao Tris 75 mM pH 7,6, 150 mM NaCl, 1,3%
Triton e 5% glicerol foram testadas nas concentragdes listadas na tabela 5.
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Tabela 5. Concentragbes de CauSMT, AfSMT e SAM utilizadas na etapa de triagem das
condic¢des de cristalizacao.

Proteina Ligante
CauSMT B
. . - [6,41 mg/mL]
Cristalizacgéo AFSMT
[7,63 mg/mL] j
CauSMT SAM
[5,93 mg/mL] [82,8 uM]
Cocristalizacio CauSMT Zimosterol
[5,93 mg/mL [369,4 uM]
AfSMT SAM
[7,30 mg/mL] [37,3 uM]

Para os ensaios de cocristalizacdo, as proteinas foram incubadas
previamente com os ligantes por 2h a 4 °C. As concentracdes dos ligantes para
a cocristalizacao foram definidas como sendo 10 ou 20x a constante de afinidade
das proteinas por seus substratos. Gotas de 300 e 450 nL foram obtidas nas
proporcdes 1:1, 1:2 e 2:1 (proteina/solucédo de cristalizacao) utilizando o rob6 de
cristalizacdo Labtech's Mosquito® Crystal. As microplacas foram analisadas
periodicamente em lupa (modelo SM DIA STAND2 Nikon®) para a verificagdo
do surgimento de cristais.

AplOs a obtencdo de cristais de CauSMT cocristalizado com SAM no
screening, as etapas de refinamento das condicbes de cristalizacdo foram
realizadas por meio do método de difusao de vapor em gota sentada, em placas
de 24 pocos, variando-se o pH, concentracdo do agente precipitante e
concentracdo da proteina no poco. O volume total de cada gota foi de 4 uL,
sendo que no qual foram testadas proporcoes de 1:1 e 2:1 da proteina e da
solugao de cristalizacdo. O volume da solugéo de cristalizacao utilizado em cada
poco foi de 500 pL. As placas foram analisadas periodicamente em lupa (modelo
SM DIA STAND2 Nikon®) para a verificacdo do surgimento de cristais.

Além disso, ensaios de cristalizacdo utilizando o método de microbatch
foram realizados. Esse método consiste na adicdo da gota com a solucdo de
cristalizacdo em uma camada de 0leo. A técnica é usada para variar a taxa da
difusé@o de vapor usando diferentes propor¢des de 6leo de parafina e de silicone
(Chayen, 1997). Para o ensaio, 50 uL de oléo de parafina/silicone na proporcéo
1:1 foram adicionadas no reservatorio e a este foi adicionado a gota de 4uL na
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proporcao 1:1 da proteina e da solugéo de cristalizagdo. A microplaca utilizada
nesse experimento foi a de 96 pocos fundo redondo e o kit de condi¢des de
cristalizacao foi 0 JCSG Plus (Molecular Dimensions). As proteinas contidas em
tampao Tris 75 mM pH 7,6, 150 mM NacCl, 1,3% Triton e 5% glicerol foram
testadas nas concentragdes listadas na tabela 6.

Tabela 6. Concentracdes de CauSMT, AfSMT, SAM e zimosterol utilizadas no ensaio de
microbatch.

Proteina Ligante
CauSMT
. : . [6,15 mg/mL]
Cristalizacgao AFSMT
[6,15 mg/mL]
CauSMT Zimosterol
. . ~ [5,4 mg/mL] [283,5 uM]
Cocristalizacgéao AESMT SAM
[5,93 mg/mL] [37,3 uM]

Outra etapa de triagem das condicfes de cristalizacdo da proteina AfSMT
e a cocristalizacdo com o substrato SAM foram realizadas pelo método de
difusdo 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 parametros de cocristaliza¢ao e obtecao
da gota foram os mesmos descritos previamente para a primeira etapa de
triagem. As proteinas contidas em tampao Tris 75 mM pH 7,6, 150 mM NacCl,

1,3% Triton e 5% glicerol foram testadas nas concentracfes listadas na tabela
7.

Tabela 7. Concentragbes de AfSMT e SAM utilizadas na etapa de triagem das condi¢cfes de
cristalizacéo.

Proteina Ligante
. . ~ AfSMT
Cristalizacgao [5,43 mg/mL]
Cocristalizacéo A£SMT SAM

[5,43 mg/mL] [37,3 uM]
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4.16.5 Coleta de dados de difragdo de raios X

Os cristais da proteina CauSMT e AfSMT com e sem o SAM foram
analisados por difracdo de raios X na linha de luz Manacé, do Laboratorio
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS-Sirius) (Campinas -Sao Paulo). Para proteger
os cristais durante a difracéo, eles foram imersos em uma solugéo crioprotetora
preparada com base na solucao de cristalizacédo da proteina, acrescida de 20%
de glicerol. Os cristais foram removidos das gotas utilizando um loop, colocados
em pucks e armazenados em nitrogénio liquido até serem transferidos para a
linha de difracdo, onde foram expostos aos raios X sob um fluxo continuo de
nitrogénio 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 DISCUSSAO

5.1 Producdo heter6loga da CauSMT e da AfSMT em sistema de

expressédo 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 plasmideo pET28a-
CauSMT e pET28a-AfSMT foram induzidas com IPTG 1 mM e incubadas a 37
°C. As amostras foram coletadas ap6s 6 h da inducdo. Na figura 11 pode se
observar por meio do perfil de proteinas totais da E. coli que as proteinas
heterdlogas 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.
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Figura 11. Analise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de proteinas totais (PT) obtidas a
partir producéo heteréloga da CauSMT e AfSMT em meio LB. 1: Marcador de massa molecular.
2: Perfil de PT antes da indugéo. 3: Perfil de PT apés a indugéo. 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 proteinas, os cultivos de cepas de E. coli
transformadas com plasmideo 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 proteina de interesse forma corpos

de incluséo, ou seja, esta presente na fracdo insoluvel (Figura 12).
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Figura 12. Analise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de proteinas totais (PT) obtidas a
partir producéo heteréloga da CauSMT e AfSMT em meio LB. 1: Marcador de massa molecular.
2: Perfil de PT antes da inducdo. 3: Precipitado celular das células lisadas e centrifugadas ap6s
cultivo (fracd@o insolavel). 4: Sobrenadante das células lisadas e centrifugadas apos cultivo
(fracéo solavel). 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 Otimizacao da producdo da CauSMT e da AfSMT

Diante dos resultados anteriores, foi realizada a otimizacéo da producgéo de
CauSMT e AfSMT alterando-se 0 meio de cultura usado durante a producéo.
Neste caso, utilizou-se o meio auto-indutor visando obter alguma condicao de
expressdo onde a CauSMT e AfSMT fosse produzida na fracao soluvel. Este
meio de cultura ndo possui a presenca da molécula analoga de alolactose, o
IPTG. A expressao ocorre através da reducao dos niveis de glicose e a ativacao
do operon Lac pela presenca de lactose, 0 que leva ao consequente
desacoplamento do repressor Lac que bloqueava a regiao promotora do operon
em questdo. Este meio, em geral, apresenta maior producao da proteina alvo e
densidade celular por volume de cultura. Além disso, ele possui menor taxa de
formacdo de corpos de inclusdo, 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
plasmideo pET28a-CauSMT e pET28a-AfSMT foram cultivadas em meio auto-
indutor e amostras foram coletadas ap6s 16h. Na figura 13 pode se observar por
meio do perfil de proteinas totais da E. coli que as proteinas heterélogas 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
proteinas, os precipitados celulares resultantes dos cultivos foram lisados e
centrifugados e analisados em SDS PAGE 12%. Observa-se que a CauSMT foi
produzida na colénia 1 da cepa BL21 (DE3). A AfSMT foi produzida na coldnia 1
da cepa BL21 (DE3) e na colénia 1 da cepa BL21 (DE3) PlysS. Entretanto,
apesar de ambas as proteinas de interesse estarem presentes na fragdo solavel,
boa parte ainda forma corpos de inclusao.
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Figura 13. Analise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de proteinas totais (PT) obtidas a
partir producdo heterdloga da CauSMT e AfSMT em meio ZYM-5052. 1: Marcador de massa
molecular. 2: Precipitado celular das células lisadas e centrifugadas apos cultivo (fracdo
insolavel). 3: Sobrenadante das células lisadas e centrifugadas apés cultivo (fragdo solavel). (A)
I: CauSMT em BL21 (DE3), colbnia 1, 2 e 3. ll: AfSMT em BL21 (DE3), colénia 1. (B) Il: AfSMT
em BL21 (DE3), colbnia 2. I: CauSMT em BL21 (DES3) PlysS, colbnia 1. Il: AfSMT em BL21 (DE3)

PlysS, colbnias 1 e 2.

Diante desses resultados, outra otimizacdo da producdo de CauSMT e
AfSMT foi realizada. Neste ensaio foi entdo utilizado o meio de cultura minimo
MDG na transformacédo das cepas e no pré-inéculo, ou seja, foi excluido
totalmente o meio LB nessas etapas iniciais da expressao heteréloga. Como
pode ser observado na figura 14, as proteinas de interesse foram produzidas em
todas as colbnias das cepas testadas. Além disso, nesse ensaio, observa-se que

houve maior rendimento das proteinas nas fragdes solUveis quando comparado
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as condicdes de expressdo anteriores. As cepas/coldnias com melhores
resultados foram a AfSMT em BL21 (DE3) colonias 1 e 3, CauSMT em BL21
(DE3) colbnias 2 e 3 e CauSMT em BL21 (DE3) PlysS col6nia 3.
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Figura 14. Andlise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de proteinas totais (PT) obtidas a

partir da inoculacao das células de E.coli transformadas em meio MDG e a produgéo heteréloga
da CauSMT e AfSMT em meio ZYM-5052. 1. Marcador de massa molecular. 2: Precipitado
celular das células lisadas e centrifugadas apés cultivo (fracdo insoltvel). 3: Sobrenadante das
células lisadas e centrifugadas apos cultivo (fragéo solavel). (A) AfSMT em BL21 (DE3), col6nias
1, 2 e 3. (B) AfSMT em BL21 (DE3) PlysS, colbnias 1, 2 e 3. (C) CauSMT em BL21 (DE3),
colénias 1, 2 e 3. (D) CauSMT em BL21 (DES3) PlysS, colbénia 1, 2 e 3.

Os meios de cultura contendo peptona e caseina, como o0 meio LB, sdo
extensivamente utilizados porque possibilitam o crescimento de diversas cepas
de E. coli com diferentes necessidades nutricionais, e as culturas geralmente
crescem duas a trés vezes mais rapido do que em meios minimos (Studier,
2005). Entretanto, o pré-indculo realizado nesses meios de cultura contém tracos
de lactose e podem causar a inducao precoce da proteina de interesse, como
observado na figura 11. A expressdo basal ndo controlada pode afetar o
crescimento celular e diminuir o rendimento da producdo da proteina de

interesse.
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N&o foram encontrados relatos na literatura em que a CauSMT e a AfSMT
sao proteinas toxicas para E. coli, no entanto estas parecem se comportar como
tal, onde o meio minimo MDG, que ndo contém tracos de lactose e que possui
sais minerais com glicose como fonte de carbono, proporcionou o crescimento
lento e a ndo expressao basal resultando no aumento da solubilidade das

proteinas de interesse.

5.4 Producdo heter6loga da CauSMT e da AfSMT em sistema de
expressdo de Escherichia coli e purificacdo por cromatografia de
afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC)

Ap0s a otimizacdo da producédo da CauSMT e da AfSMT descrita no item
anterior, uma col6nia de cada cepa de E. coli BL21 (DE3) transformadas com
plasmideos 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 proteinas formaram

corpos de inclusédo, ou seja, estao presentes na fracdo insolavel.
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Figura 15. Purificacdo da CauSMT. A) Perfil cromatogréfico da purificagdo na coluna de
afinidade por ions metalicos imobilizados. B) Andlise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de
proteinas totais do processo de purificagdo da CauSMT. 1: Marcador de massa molecular. 2:
Precipitado celular das células lisadas e centrifugadas apds cultivo (fracdo insolavel). 3:
Sobrenadante das células lisadas e centrifugadas apds cultivo (frac@o solavel). 4: Flow through.

5,6 e 7: Fracdes eluidas durante o gradiente de imidazol.
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Figura 16. Purificacdo da AfSMT. A) Perfil cromatografico da purificacdo na coluna de afinidade
por ions metalicos imobilizados. B) Analise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de proteinas
totais do processo de purificagdo da AfSMT. 1: Marcador de massa molecular. 2: Precipitado
celular das células lisadas e centrifugadas apés cultivo (fracdo insoltvel). 3: Sobrenadante das
células lisadas e centrifugadas apds cultivo (fracdo soluvel). 4: Flow through. 5 e 6: Fracfes

eluidas durante o gradiente de imidazol.

As proteinas insoluveis formando agregados sdo chamadas de corpos de
inclusdo, com perda de conformacdo da proteina. Os principais fatores que
contribuem para a formacdo de corpos de inclusdo em E. coli sdo super
expressdo de proteinas, altos percentuais de pontes dissulfeto exigidos para a
manutencdo da estrutura nativa, esgotamento de chaperonas e proteinas com
alto grau de hidrofobicidade (ldicula-Thomas e Balaji, 2005).

Além disso, alguns dos fatores limitantes para a producéo de proteina em
meio de cultura de alta densidade celular é a aeracao, onde conforme o numero
de células crescem por litro, a disponibilidade de oxigénio se torna um fator
importante que pode influenciar no crescimento (O’Beirne e Hamer, 2000). A
limitac&o de oxigénio induz a expresséo de mais de 200 genes em uma tentativa
de ajustar as capacidades metabdlicas da célula a disponibilidade de oxigénio,
0 que impede o crescimento ideal do cultivo (Unden et al., 1995).

De acordo com Konz e colaboradores, a baixa aeracdo pode diminuir a
capacidade metabolica da célula, como por exemplo, do ciclo do acido citrico,
causando a alteracao da biossintese podendo afetar o enovelamento da proteina
(Konz, King e Cooney, 1998).

Para avaliar o efeito da aeracéo 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
presenca de grande parte de CauSMT e AfSMT na fragcéo solavel.
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Figura 17. Purificagdo da CauSMT. A) Perfil cromatografico da purificagdo na coluna de
afinidade por ions metélicos imobilizados. B) Andlise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de
proteinas totais e purificada do processo de purificagdo da CauSMT. 1: Marcador de massa
molecular. 2: Precipitado celular das células lisadas e centrifugadas apos cultivo (fragao
insoltvel). 3: Sobrenadante das células lisadas e centrifugadas apos cultivo (fragéo soluvel). 4:
Flow through. 5 e 6: Fra¢cGes eluidas durante o gradiente de imidazol. 7 e 8: Fragbes contendo a
CauSMT purificada.
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Figura 18. Purificacdo da AfSMT. A) Perfil cromatografico da purificagdo na coluna de afinidade
por ions metalicos imobilizados. B) Analise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de proteinas
totais e purificada do processo de purificacdo da AfSMT. 1: Marcador de massa molecular. 2:
Precipitado celular das células lisadas e centrifugadas apds cultivo (fracdo insolavel). 3:
Sobrenadante das células lisadas e centrifugadas apds cultivo (fracéo solavel). 4: Flow through.
5 e 6: Fracdes eluidas durante o gradiente de imidazol. 7 e 8: FracBes contendo a AfSMT

purificada.

O segundo pico de eluicdo, em 342,5 mM de imidazol, corresponde a
CauSMT (Figura 17A). O perfil da proteina do pico foi analisado em SDS PAGE
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12% podendo ser observado que a proteina esté parcialmente pura no pogo 7 e
8 (Figura 17B). Similarmente, na figura 18A, observa-se o segundo pico de
eluicdo, em 336,5 mM de imidazol, corresponde a AfSMT. O perfil da proteina
do pico foi analisado em SDS PAGE 12% podendo ser observado que a proteina
esta parcialmente pura no po¢co 7 e 8 (Figura 18B). Nota-se que ambas as

proteinas apresentaram interacdo forte com a coluna de afinidade.

5.5 Imunodeteccao 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 sequéncia para a sintese de uma cauda com seis
histidinas (Hisex) que possibilitam a purificagdo por cromatografia de afinidade
por ions imobilizados. Com o objetivo de confirmar se as proteinas produzidas
eram as de interesse, o0 ensaio de Western Blot foi realizado. Como mostra a
Figura 19, ambas as proteinas foram detectadas apresentando o tamanho
aproximado de 44,5 kDa para CauSMT e 44,3 kDa para AfSMT.
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Figura 19. Imunodetec¢do das proteinas (Western Blot) usando anticorpo anti-His-tag. 1:
Marcador de massa molecular. 2: CauSMT. 3: AfSMT.

5.6 Purificacdo da CauSMT e da AfSMT por cromatografia de exclusao
molecular (SEC)

Utilizando as proteinas parcialmente puras obtidas a partir da cromatografia
de afinidade foi realizado um novo passo de purificagéo por SEC. Na figura 20A,
observa-se que um unico pico foi eluido e que este é corresponde a CauSMT
parcialmente purificada. A massa molecular estimada pela curva de calibracdo
foi de 658 kDa (Figura 20B). Similarmente, na figura 21A, observa-se que um

anico pico foi eluido e que este € corresponde a AfSMT parcialmente purificada.

63



A massa molecular estimada pela curva de calibragdo foi de 650 kDa (Figura
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Figura 20. Purificagdo de CauSMT por SEC. A) Cromatograma da purificacdo mostrando o pico

eluido. Analise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil da CauSMT pd@s purificacéo. B) Curva de
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Figura 21. Purificacdo de AfSMT por SEC. A) Cromatograma da purificagdo mostrando o pico

eluido. Andlise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil da AfSMT pés purificagdo. B) Curva de

calibracdo obtida a partir de proteinas com massa molecular definido.

5.7 Otimizacéao da purificacao

5.7.1 Purificagdo da CauSMT e da AfSMT por cromatografia de troca iénica

(IEX)

Diante dos resultados de purificagdes parciais ja apresentados, diversas

tentativas de otimizac¢des da purificagdo 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 né&o divulgado), mas o perfil proteico apresentado no SDS-PAGE foi o
mesmo em todos 0s ensaios.

Diante disso, outro método de purificagdo foi realizado para ambas as
proteinas correspondendo a cromatografia de troca anibnica. Observa-se nas
figuras 22 e 23, que o perfil da purificacdo de CauSMT e AfSMT permaneceu
inalterado.
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Figura 22. Purificacdo da CauSMT. A) Perfil cromatogréfico da purificagdo na coluna de troca
ibnica. B) Andlise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de proteinas obtidas durante o
processo de purificacdo da CauSMT. 1: Marcador de massa molecular. 2: Flow through. 3 e 4:

Fracdes eluidas durante o gradiente de NaCl.
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Figura 23. Purificagdo da AfSMT. A) Perfil cromatografico da purificacdo na coluna de troca

ibnica. B) Andlise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de proteinas obtidas durante o

processo de purificagdo da AfSMT. 1. Marcador de massa molecular. 2: Flow through. 3 e 4:

Fracdes eluidas durante o gradiente de NaCl.
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5.7.2 Purificagcdo da CauSMT por IMAC na presencga 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 degradacdo por
proteases, foi realizada a cromatografia de afinidade na presenca de quatro
inibidores de proteases: aprotinina (inibidor de serino protease), pepstatina
(inibidor de aspartil protease), leupeptina (inibidor de tripsina-like e cisteino
proteases) e PMSF (inibidor de serino proteases). Observa-se na figura 24, que
as fragcOes eluidas apresentam o mesmo padréo das purificacbes anteriores.
Portanto, as bandas menores de 44 kDa observadas nas fracdes eluidas em
todas as purificacfes realizadas, ndo séo resultantes de degradacéo.

Considerando que a sequéncia priméaria da CauSMT possui 3 residuos de
cisteina em sua composicao e que estes ndo formam pontes dissulfeto. Foi
considerado que provavelmente as Cys presentes na superficie da proteina
poderiam interagir com proteinas de E. coli durante a expressao heteréloga.
Assim, foi realizado uma cromatografia de afinidade na presenca de agente
redutor. Entretanto, o resultado mostrou inalteracdo do perfil proteico da

purificacdo, permanecendo similar as purificacbes anteriores (dado nao

divulgado).
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Figura 24. Purificagdo da CauSMT na presenca de inibidores de proteases. A) Peffil
cromatografico da purificagdo na coluna de afinidade por ions metalicos imobilizados. B) Andlise
em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de proteinas totais e purificada do processo de purificagao
da CauSMT. 1: Marcador de massa molecular. 2: Precipitado celular das células lisadas e
centrifugadas ap06s cultivo (fragdo insoltvel). 3: Sobrenadante das células lisadas e centrifugadas
apos cultivo (fracao solavel). 4: Flow through. 5 e 6: Fracdes eluidas durante o gradiente de
imidazol. 7, 8, 9 e 10: Fracdes contendo a CauSMT purificada.
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5.7.3 Purificagcdo da CauSMT por ultrafiltracdo

A CauSMT em Tris 75 mM pH 7,6, NaCl 300 mM, glicerol 5% apresentou
mesmo padrdo no SDS-PAGE pés purificacbes por afinidade, por exclusdo
molecular, por troca idnica, na presenca de agente redutor e com inibidores de
proteases. Além disso, 0 ensaio por ultrafiltragdo mostrou que as proteinas
menores de 44 kDa nao foram eluidas mesmo usando membrana de cut-off de
100 kDa (Figura 25). Portanto, inferiu-se a possivel formacdo de hetero-
oligbmero de alta massa molecular (673 kDa) da CauSMT (44,5 kDa) com
proteinas de E.coli, além da auséncia de pontes dissulfeto e de interacdo

eletrostatica na estabilizacdo do hetero-oligdmero.

116.0

66.2

35.0

25.0

18.4

Figura 25. Analise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil proteico da CauSMT. 1: Marcador de
massa molecular. 2: Amostra de CauSMT apds o processo de ultracentrifugagdo utilizando
membrana com cut-off de 10 kDa. 3: Amostra de CauSMT apés o processo de ultracentrifugacéo

utilizando membrana com cut-off de 100 kDa.

5.8 Andlises de mudancas no estado oligomérico da CauSMT por

Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Diante dos resultados anteriores, foram realizados ensaios que consistiram
na variacao da concentracdo da proteina, na adicdo de diferentes concentracdes
de glicerol a proteina e na adicdo de diferentes concentracdes dos detergentes
CHAPS e Triton X-100 a proteina (Tabela 3), com o objetivo de observar o efeito
desses aditivos no estado oligomérico da proteina. Diversas medidas de
espalhamento de luz dinamico foram realizadas a fim de obter dados estimado

da massa molecular.
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O glicerol tem um papel importante na estabilizacdo da estrutura nativa das
proteinas (Vagenende, Yap e Trout, 2009; Hirai et al., 2018). Os detergentes
como CHAPS (zwitteridnico) e Triton X-100 (ndo i6nico) sdo comumente
utilizados na solubilizacdo de proteinas de membranas (Kalipathapu e
Chattopadhyay, 2005).

Na tabela 8 observa-se a massa molecular estimada em kDa para CauSMT
na presenca dos aditivos. Nao houve mudancas no estado oligomérico da
CauSMT quando se variou a concentracdo e nem na presenca de diferentes
concentragdes de glicerol e CHAPS. Diferentemente, houve redugéo do estado
oligomérico na presenca de Triton X-100 (item 4). Observou-se também que o
percentual minimo do detergente em que a proteina mantém o menor estado

oligomérico é 0,1%.

Tabela 8. Massa molecular estimada em kDa de CauSMT obtida por ensaios de DLS. Condicé&o
1: Variacdo da concentracao da proteina (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). Condicéo 2: Concentracéo de glicerol (2.1: Glicerol 10% e 2.2: Glicerol 20%).
Condicéo 3: Concentragdo de CHAPS (3.1: Glicerol 20% + CHAPS 1% e 3.2: Glicerol 20% +
CHAPS 4%) e Condicéao 4: Concentragéo de Triton X-100 (4.1: 0,5%) e Condi¢é&o 5: 5.1: 0,05%,
5.2: 0,1%, 5.3: 0,3% e 5.4: 0,5%.

. Variagcdes das Massa molecular
Condigdes condiges [mg/mL] (kDa)
1.1 1,4 4,8x10°
1.2 0,7 6,49x10°
1
1.3 0,35 1,58x10%
1.4 0,08 1,28x10°3
2.1 1,07x10°3
2 0,35
2.2 6,06x10°
3.1 1,33x10°
3 0,35
3.2 4,58x10°
4 4.1 0,35 270,6
5.1 7x10*
5.2 109
5 0,35
53 121,4
5.4 131,6
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O efeito hidrofébico é a principal forca atuante nas associa¢des proteina-
proteina durante a oligomerizacdo das moléculas (Young, Jernigan e Covell,
1994; Tsai et al., 1997). O resultado deste trabalho mostrou a importancia das
interagbes hidrofébicas na estabilizacdo da estrutura da CauSMT, sendo
demostrado a reducdo na massa molecular do oligdmero com a adicao do
detergente Triton X-100. Este detergente € um surfactante ndo i6nico que
apresenta um grupo 6xido polietileno hidrofilico e um hidrocarbono lipofilico, ou
seja, um grupamento hidrofébico que pode mimetizar as interacdes outrora

existentes com as proteinas de E. coli.

5.9 Purificacdo da CauSMT e da AfSMT por IMAC na presenca de aditivo

Com o dado da reducdo na massa molecular do oligbmero com a adicdo de
no minimo 0,1% de Triton X-100, uma nova expressao foi realizada na condicéo
otimizada e para a purificacdo, desde a etapa de lise, foi adicionado 0,1% de
Triton X-100. O segundo pico de eluicdo, em 340 mM de imidazol, corresponde
a CauSMT (Figura 26A). O perfil da proteina do pico foi analisado em SDS PAGE
12% podendo ser observado a proteina pura no poco 6 (Figura 26B).
Similarmente, na figura 27A, observa-se o segundo pico de eluicdo, em 340 mM
de imidazol, corresponde a AfSMT. O perfil da proteina do pico foi analisado em
SDS PAGE 12% podendo ser observado a proteina pura no poco 6 (Figura 27B).
Nota-se que ambas as proteinas apresentaram interacao forte com a coluna de
afinidade.
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Figura 26. Purificacdo da CauSMT. A) Perfil cromatografico da purificagdo na coluna de

afinidade por ions metélicos imobilizados. B) Andlise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de
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proteinas totais e purificada do processo de purificagcdo da CauSMT. 1: Marcador de massa
molecular. 2: Precipitado celular das células lisadas e centrifugadas apos cultivo (fracdo
insoltvel). 3: Sobrenadante das células lisadas e centrifugadas apos cultivo (fragdo soluvel). 4:
Flow through. 5: Frag&o eluida durante o gradiente de imidazol. 6: Fra¢do contendo a CauSMT
purificada.
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Figura 27. Purificacdo da AfSMT. A) Perfil cromatogréfico da purificacdo na coluna de afinidade
por ions metalicos imobilizados. B) Analise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil de proteinas
totais e purificada do processo de purificagdo da AfSMT. 1: Marcador de massa molecular. 2:
Precipitado celular das células lisadas e centrifugadas apds cultivo (fracdo insolavel). 3:
Sobrenadante das células lisadas e centrifugadas apds cultivo (fragéo solavel). 4: Flow through.

5: Fracao eluida durante o gradiente de imidazol. 6: Fracdo contendo a AfSMT purificada.

A CauSMT e AfSMT pertencem a classe | da superfamilia de
metiltransferases dependentes de S-adenosil-L-metionina (Martin, 2002).
Diversos estudos caracterizam as esterol metiltransferases (SMT) como
proteinas associadas a membrana e que podem ser localizadas em diferentes
fracGes subcelulares, incluindo o reticulo endoplasméatico e mitocéndria (Zinser,
Paltauf e Daum, 1993; Nes, 2000, 2005; Pereira et al., 2010). De acordo com
David Nes (2000), as SMTs séo instaveis e dificeis de purificar com um auto
rendimento. O autor ainda destaca a importancia da definicdo de condi¢cdes de
estabilizacdo das SMTs (Nes, 2000).

Nesse trabalho, apos diversas otimizacdes, a CauSMT e AfSMT foram

purificadas com alto rendimento, estando elas estaveis.

5.10 Determinacgao do estado oligomérico da CauSMT e da AfSMT por SEC

As fragbes 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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fornecera dados para determinar o estado oligomérico de cada enzima. Na figura

28A, observa-se que um unico pico foi eluido e que este € corresponde a

CauSMT pura. A massa molecular estimada pela curva de calibracdo foi de 234

kDa, correspondente a um pentamero (Figura 28B). Similarmente, na figura 29A,

observa-se que um unico pico foi eluido e que este é corresponde a AfSMT pura.

A massa molecular estimada pela curva de calibragcdo foi de 185 kDa,

correspondente a um tetramero (Figura 29B).

Diversos estudos mostram que as SMTs sao 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

pentameérica.
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Figura 28. Purificacdo de CauSMT por SEC. A: Cromatograma da purificacdo mostrando o pico

eluido. Andlise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil da CauSMT pds purificagédo. (B) Curva

de calibrag&o obtida a partir de proteinas com massa molecular definido.
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Figura 29. Purificacdo de AfSMT por SEC. A: Cromatograma da purificagdo mostrando o pico
eluido. Analise em SDS PAGE 12% mostrando o perfil da AfSMT poés purificacéo. (B) Curva de

calibracdo obtida a partir de proteinas com massa molecular definido.

5.11 Caracterizacao enziméatica da CauSMT e da AfSMT

5.11.1 Determinac¢éo da especificidade em relagcdo aos substratos esterois

A fim de determinar qual via de biossintese de ergosterol a CauSMT e
AfSMT participavam, foi realizado o ensaio enzimatico com cada enzima na
presenca de ambos os substratos. Como pode ser observado na figura 30A, a
CauSMT tem preferéncia pelo substrato zimosterol quando comparado ao
lanosterol. Diferentemente, a AfSMT tem maior atividade enzimatica para o

lanosterol e do que para o zimosterol (Figura 30B).

A B
x10° *10°

4,04 1 379 x10° 1.6
- 1 — 1,40 x10°
; 3,54 ; 1.4 1 I
= r
230 g 1.2
g 8
g £
£ 2,5 £ 1.0+
3 ] 3
@ @
220 2 08
2 g
& 1,5 2 064
5 ] o
L] ®
£ 1,0 1 2 0,4
=2 S

0,54 0,2

0,022 x10° 0,016 x10°
0,0 0,0
CauSMT AfSMT

I:l zimosterol [:l lanosterol

Figura 30. Identificacdo dos substratos esterois utilizados pelas esterol C24-metiltransferases
CauSMT (A) e AfSMT (B).
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Em C. auris, a biossintese do ergosterol parece similar a que ocorre em C.
albicans, onde lanosterol € primeiro desmetilado em quatro etapas enzimaticas
gue levam ao intermediario zimosterol e, em segundo lugar, um grupo metil &
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).
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Figura 31: Reacdo de C-metilacé@o catalisada pela CauSMT onde o zimosterol é o substrato

aceptor formando o fecosterol.

Em A. fumigatus, a biossintese do ergosterol difere de S.cerevisiae e C.
albicans onde o lanosterol é primeiro transmetilado pela esterol 24-C-
metiltransferase levando ao intermediario eburicol e depois desmetilado em trés
etapas para formar fecosterol (Figuras 32 e 33) (Alcazar-Fuoli et al., 2008;

Alcazar-Fuoli e Mellado, 2013).
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Figura 32: Reacgdo de C-metilacdo catalisada pela AfSMT onde o lanosterol é o substrato aceptor

formando o eburicol.
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Figura 33: Via alternativa de sintese do lanosterol para o fecosterol. (A) Via de sintese em
S.cerevisiae. (B) Via de sintese em A. fumigatus (Alcazar-Fuoli et al., 2008; Alcazar-Fuoli e
Mellado, 2013).

A via de biossintese do ergosterol para A. fumigatus foi determinada por
meio de andlises de intermediarios de esterdis 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 enzimatico.

Acredita-se que o fator importante para a especificidade e a eficiéncia
enzimatica seja a interacdo entre os residuos presentes no sitio ativo da SMT

com substrato esterol-SAM-enzima (Nes, 2000).

5.11.2 Determinacdo da concentragcdo enzimatica otima
A fim de determinar a influéncia da concentracdo de enzima na
atividade enzimética, um estudo foi realizado variando a concentragéo de enzima

na presenca de uma concentracdo fixa de substrato. No intervalo de
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concentragdo enzimatica estudado observa-se linearidade entre a unidade
relativa de luminescéncia (RLU) e a concentracdo de enzima, sendo entdo
escolhido a concentracdo de enzima de 50 nM para a realizacdo dos ensaios

enzimaticos (Figura 34).

25_!105
g 204 -
=
3
&
2
g 15
H
= .
3 e
s 10 -
B
z »
'3 .
@ s
§ s o
2 =
2 -
o4 .a®
T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
[CauSMT] nM
g x10°
= “m
3
[
£ 64
&
H 1
£
E
3
g 44 T
£
£ 1
@
o
@
©° -
L] Kl
£ 2 »
E P
r!’
/.‘
[V T T T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

[AfSMT] (nM)

Figura 34. Efeito da concentragdo da CauSMT e AfSMT na reacao enzimética. (A) Correlagao
linear entre a concentragéo enzimatica de CauSMT em nM e a unidade relativa de luminescéncia.
(B) Correlagéo linear entre a concentra¢éo enzimatica de AfSMT em nM e a unidade relativa de

luminescéncia.

5.11.3 Determinagédo da constante de afinidade pelos substratos
Ao analisar a variagdo de concentracdo do substrato zimosterol em
concentracéo fixa de CauSMT, observa-se que a constate de afinidade (Km) é

18,47 £ 0,96 uM. A afinidade de CauSMT por SAM € quatro vezes maior do que
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a afinidade pelo substrato esterol zimosterol, correspondendo a 4,14 + 0,82 uM
(Figura 35A e B). Ao analisar a variacao de concentracao do substrato lanosterol
em concentracao fixa de AfSMT, observa-se que a constate de afinidade (Km) é
66 + 24,29 uM. A afinidade de AfSMT por SAM ¢ trinta e cinco vezes maior do
gue a afinidade por lanosterol, correspondendo a 1,86 + 0,32 uM (Figura 35C e
D).
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Figura 35. Determinacdo das constantes de afinidade de CauSMT e AfSMT pelos seus
substratos. (A) Curva de constante de afinidade da CauSMT mostrando efeito da concentragéo
do substrato zimosterol (2,5 uM a 160 uM). (B) Curva de constante de afinidade da CauSMT
mostrando efeito da concentracao do substrato SAM (0,31 a 160 uM). (C) Curva de constante de
afinidade da AfSMT mostrando efeito da concentracao do substrato lanosterol (20 uM a 640 pM).
(D) Curva de constante de afinidade da AfSMT mostrando efeito da concentracéo do substrato
SAM (0,31 uM a 160 pyM).
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J& é bem conhecida a diferenca na preferéncia das SMTs eucarioticas pelos
esterdis (Jayasimha et al., 2006). Estudo anterior demonstrou a preferéncia de
SMT de P. brasiliensis pelo lanosterol cujo o Km foi de 38 uM (Pereira et al.,
2010). Embora ja se tenha determinado a maior atividade da SMT de
Cryptococcus neoformans ser para lanosterol, a constante de afinidade para o
referido substrato ainda nédo foi determinada (Nes et al., 2009). A SMT da alga
saprofita Prototheca wickerhamii tem preferéncia para cicloartenol, entretanto
apresenta atividade também para lanosterol tendo o Km de 176 puM (Nes, 2000).
Observamos que a constante de afinidade pelo lanosterol pode ser variavel,

onde para A. fumigatus é de 66 uM.

5.11.4 Determinagdo dos pardmetros cinéticos de CauSMT

Neste trabalho foram obtidos os primeiros valores de cinética enziméatica
para CauSMT. Como mostrado na Figura 36, a CauSMT apresentou Vmax de
0,008 + 0,0005 pM SAH.min! e Km de 28,35 + 7,37 uM.
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Figura 36. Curva de Michaelis-Menten mostrando efeito da concentracdo do substrato zimosterol
(5 uM a 320 pM) 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 uM (Ganapathy et al., 2011). Em Trypanosoma brucei, o Km &
47 UM (Zhou et al., 2006). Em S. cerevisiae, 0 Km determinado foi de 17 uyM
(Zhou et al., 2006). Comparando com o mesmo género, a CauSMT apresenta

maior afinidade pelo zimosterol do que a CaSMT. Entre os eucariéticos com

77



especificidade para o substrato zimosterol, a constante de afinidade parece néo
apresentar grandes variacdes, permanecendo relativamente estavel ao longo do
processo evolutivo.

A eficiéncia catalitica (kcat) de CauSMT para o substrato zimosterol foi de
0,16 mint. J& é bem conhecido que a kcat de SMTs é lenta, correspondendo a
aproximadamente 0,6 min (Nes, 2000; Neelakandan et al., 2009; Pereira et al.,
2010). A eficiéncia catalitica lenta tipica das SMTs pode ser correlacionada com
0 processo lento de formacédo de esterol associado com a biogénese da
membrana durante a proliferacao celular, e representa algumas das kcat mais

lentas da bioquimica celular (Ganapathy et al., 2011).

5.11.5 Inibigéo da atividade enzimatica da CauSMT e da AfSMT pela tomatidina

Em busca de identificar um potencial antifingico para A. fumigatus e C.
albicans, a atividade enziméatica das esterol C24-metiltransferases foi avaliada
na presenca da tomatidina. A tomatidina € um esterol alcaléide encontrado no
tomate (Solanum lycopersicum L), e € responsavel pela defesa contra patdgenos
de plantas e herbivoros (Bailly, 2021).

Como mostrado na Figura 37, a tomatidina apresentou atividade antifiungica
contra a CauSMT, onde o ICso foi de 1,82 uyM. J&a para AfSMT, a tomatidina ndo

inibiu a atividade da enzima.
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Figura 37. Determinagdo de ICso da tomatidina (0,32 uM a 41,66 uM) na atividade enzimética
das esterol C24-metiltransferases CauSMT (A) e AfSMT (B).
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Ja foi descrito a atividade antifungica, antiparasitaria 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 patogénicos C. albicans (MIC: 0, 31 uM), C. krusei e C. tropicalis (MIC:
1,25 uM), mas nao contra C. glabrata (MIC >40 ug/ mg) (Dorsaz et al., 2017).

Tomatidina

HO

Figura 38: Comparacéo entre as estruturas dos substratos de SMT: lanosterol e zimosterol com
o0 inibidor tomatidina.

O inibidor tomatidina € um analogo do substrato zimosterol, apresentando
0 ndcleo similar e uma cadeia lateral ausente a partir do C17. Nos substratos
aceptores, o grupo metil € transferido para o C24 presente nessa cadeia lateral.
Outro fator que diferencia a tomatidina dos substratos, sdo 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 néo possibilitam
a inibicdo de AfSMT quando comparado a CauSMT, além da diferenca de
residuos no bolséo de interacdo com os substratos.

Como a SMT ndo existe na via de biossintese de colesterol presente nos
humanos (Maxfield e Tabas, 2005; Dupont et al.,, 2012), a tomatidina pode
potencialmente ser considerada como um antifingico e/ou como composto lider
para o desenho de novos antifungicos para o tratamento das infeccfes causadas

pela C. auris.
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5.12 Caracterizagéo Estrutural da CauSMT e da AfSMT

5.12.1 Efeito do pH e da temperatura nas estruturas secundarias e estabilidade
estrutural da CauSMT e da AfSMT por dicroismo circular

Espectros de dicroismo circular na regiéo distante do UV (190-260 nm) em
variacdo crescente de temperatura foram obtidos para verificar mudancas na
estrutura secundaria de CauSMT e AfSMT em pH 5,6, 7,6 e 9,6. Os espectros
dicroicos nos diferentes pHs a 25°C estdo mostrados na figura 39.

O dicroismo circular € um método usual para avaliacdo de estrutura
secundaria, estabilidade conformacional e estudos de interacdo de proteinas. O
dicroismo circular baseia-se na absorcao diferencial de luz circularmente
polarizada para a esquerda e para a direita. As medidas realizadas na regido
distante de UV (190-260 nm) s&o obtidas por meio da transicéo eletronica entre

as amidas da cadeia principal das proteinas (Kelly, Jess e Price, 2005).
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Figura 39: Efeito do pH nas estruturas secundarias por dicroismo circular. A) CauSMT, B)
AfSMT

Em pH neutro, a CauSMT apresenta predominancia de hélice a (53%),
seguido de folhas B antiparalela (26%). Por outro lado, no pH acido e basico
observa-se diminui¢cdo nesse conteudo de estrutura secundaria. O percentual de
folha B diminui para 16% em ambas as condi¢des, enquanto a hélice a 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 proteina da condicdo neutra para a

alcalina.

Tabela 9. Percentual de estruturas secundarias da CauSMT. Efeito dos pHs 5,6, 7,6 € 9,6 a

25°C nas estruturas secundarias comparado a estrutura predita pelo AlphaFold.

Estruturas pH56 pH7,6 pH96 Modelo3D
Hélice a (%) 499 534 316 50,7
Folha B antiparalela (%) 16,1 26,6 16,3 14,4
Folha B paralela (%) 1,9 9,2 55 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 predominancia de hélice a de estrutura
secundaria (67%), seguido de folhas B antiparalela (14%). Por outro lado, no pH
acido observa-se a diminuicédo de hélice a e formagéo de bolha 3 paralela. Em
pH basico, ocorre diminuicdo do percentual de folha B e de hélice a
acompanhado do aumento de estruturas desordenada (Tabela 10). Esses
resultados indicam a perda da estrutura nativa da proteina da condicdo neutra
para a alcalina.

Em CauSMT, a proporcéo de hélice a e folha p em pH 5,6 e 7,6 esta em
concordancia com a estrutura tridimensional predita pelo AlphaFold (Tabela 9).
As variacdes observadas nas folhas 3 paralelas e nas estruturas desordenadas
podem serem atribuidas a organizacdo oligomérica da enzima. Ao comparar as
estruturas secundarias de AfSMT com a estrutura tridimensional observa-se
maior percentual de hélice a em pH 7,6. Diferencas consideraveis foram
observadas na estrutura desordenada de AfSMT em todos os pHs (Tabela 10).
Parte dessas variacdes podem ser atribuidas a forma oligomérica da enzima. No
geral, os resultados estdo compativeis ao observado para ScCSMT (percentual de
hélice a e folha 3) e com a estrutura de SMT de Fonsecaea pedrosoi predita pelo
AlphaFold e depositada no Banco de Dados de Proteinas (PDB) (CauSMT com
RMSD de 0,238 e AfSMT com RMSD de 0,463) (Nes et al., 2004).

81



Tabela 10: Percentual de estruturas secundarias da AfSMT. Efeito dos pHs 5,6, 7,6 € 9,6 a

25°C nas estruturas secundarias comparado a estrutura predita pelo AlphaFold.

Estruturas pH56 pH7.6 pH96 Modelo3D
Hélice a (%) 55,4 67,7 25,3 50,7
Folha B-antiparalela (%) 11,1 14,6 26,3 14,3
Folha B paralela (%) 33,5 8,9 2,6 6,6
Turn (%) 0 8,9 14,9 12,5
Desordenada (%) 0 0 31,9 15,9

Mudancas significativas na estrutura secundaria e na estabilidade estrutural
de CauSMT e AfSMT foram observadas no pH &cido e neutro com o0 aumento da

temperatura (Figuras 40A e B) (Figuras 41A e B).
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Figura 40. Efeito da temperatura nas estruturas secundarias e estabilidade estrutural da
CauSMT avaliados por dicroismo 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 reducdo do sinal dicroico até ambas as
proteinas atingirem o estado desnaturado, mostrando temperatura de transicao
(Tm) similares correspondendo a 52 °C e 59 °C, respectivamente para CauSMT
e 48 °C e 59 °C, respectivamente para AfSMT (Tabela 11). Esses parametros
foram monitorados com a diminuigdo do sinal dicroico centrado em 222 nm,
associado a hélice a (Figura 42). No pH 9,6, foram observadas alteracdes na
estrutura secundaria de CauSMT e AfSMT, entretanto o0 Tm ndo pode ser
estimado. Além disso, dois valores de transi¢do térmica foram observados, um
em 30-35°C e outro em 85 a 90°C. Os dados mostram que ambas as enzimas

sdo mais estaveis em pHs 5,6 e 7,6, quando comparado ao pH 9,6.
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Figura 41. Efeito da temperatura nas estruturas secundarias e estabilidade estrutural da AfSMT
avaliados por dicroismo 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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Figura 42. Efeito da temperatura na estabilidade estrutural da CauSMT e AfSMT. (A) Curvas
de desnaturagao 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 desnaturagdo 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 transi¢éo (Tm) da CauSMT e AfSMT em diferentes pHSs.

pH Tm (°C)

5,6 52,12+0,19
CauSMT 7,6 59,6840, 14

9,6 -

5,6 48,3540, 11
AfSMT 7,6 59,35+0, 37
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5.12.2 Andlise da estrutura e identificacdo de potenciais sitios de interagcdo de
CauSMT e AfSMT com os substratos e inibidor

As sequéncias primarias de CauSMT e de AfSMT apresenta em torno de 47
a 58% de identidade com os aminoacidos das SMTs de Saccharomyces
cerevisiae (ScSMT), Arabidopsis thaliana (AtSMT) e Trypanosoma brucei
(TbSMT) (Figura 43). Embora a semelhanca entre as SMTs eucaribticas seja
relativamente alta, elas apresentam variacfes cataliticas que possibilitam a
preferéncia por determinados esterdis (Neelakandan et al., 2009; Dupont et al.,
2012).

Percentual de
Identidade (%)
100

ScSMT

88

CauSMT

- 76

AfSMT

— 65

AtSMT

53

TbSMT

41
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Figura 43: Matriz de identidade de sequéncia de aminoacidos mostrando o percentual de

identidade (%) entre as SMTs dos fungos, de planta e de protozoario. As SMTs
representadas sdo 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 caracteristico
da classe | de metiltransferases dependentes de SAM correspondendo ao tipo
Rossman-like com sete folhas- unidas por hélices-a (Figura 44) (Schubert,
Blumenthal e Cheng, 2003).
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Figura 44: Estruturas tridimensionais de CauSMT (A) e AfSMT (B) preditas pelo Alphafold.

As folhas f3, hélices a e os loops, estdo em magenta, azul e rosa, respectivamente.

Como determinado experimentalmente, a AfSMT é tetramérica, sendo
também demonstrado a importancia das interacdes hidrofébicas para a
estabilizacdo do oligbmero (Figura 29). A estrutura tridimensional deste
oligbmero mostra que as interfaces entre as quatro subunidades sdo compostas
por aminoacidos hidrofébicos, possibilitando assim a estabilizacao do tetramero
por meio das interacfes hidrofébicas entre eles (Figura 45A e B) (Young,
Jernigan e Covell, 1994; Tsai et al., 1997; Nes, 2000; Ganapathy et al., 2008).

Figura 45: Estrutura tetramérica da AfSMT predita pelo AlphaFold-multimer. A) As
subunidades estdo em verde, azul, amarelo e rosa. B) Superficie molecular conforme a
hidrofobicidade dos residuos, onde em azul estdo os hidrofilicos e em laranja os hidrofébicos. O

circulo destaca o core hidrofobico.

Os experimentos de SEC e DLS indicaram que a CauSMT forma um
oligbmero, embora o tamanho tenha sido diferente entre as técnicas. No entanto,
varios estudos que mostraram que as SMTs sdo proteinas tetraméricas (Nes,
2000; Nes, Jayasimha e Song, 2008; Ganapathy et al., 2011). Neste trabalho os

resultados podem indicar a existéncia de oligbmero tetraméricos ou
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pentaméricos. Assim, a realizacao de estudos mais aprofundados € necessaria
para melhor compreenséo a respeito da organizacdo da CauSMT. As interacdes
hidrofébicas participam da estabilizacdo do oligdmero de CauSMT (Figura 28).
As interfaces entre as cinco subunidades que formam o pentamero tém a
presenca majoritaria de aminoécidos hidrofébico, reforcando o papel das
interacOes hidrofébicas na estabilizacdo da estrutura quaternaria de CauSMT
(Figura 46A e B).

Figura 46: Estrutura pentamérica da CauSMT predita pelo AlphaFold-multimer. A) As
subunidades estdo em verde, azul, amarelo, rosa e magenta. B) Superficie molecular conforme
a hidrofobicidade dos residuos, onde em azul estdo os hidrofilicos e em laranja os hidrofébicos.

O circulo destaca o core hidrofébico.

J& é descrito que as SMTs estao localizadas no reticulo endoplasmatico e
particulas lipidicas (Hu et al., 2017; Chiu et al., 2019; Liu et al., 2019; Jorda e
Puig, 2020). Além disso, a enzima catalisa a reacdo de C-metiltransferase de
SAM para um esterol, onde nas figuras 47C e 48C podemos observar a regido
hidrofébica no local de entrada do substrato. O efeito hidrofébico parece atuar
na formagé&o do oligbmero direcionando a interagao entre as regides com maior
presenca de aminoacidos hidrofébicos, resultando na formacéo de um ambiente
interno hidrofébico no qual esta direcionada a entrada dos substratos (Baldwin,
2007) (Figuras 45B e 46B).

As poses do docking molecular sugeriram dois sitios de interagdo em
CauSMT e AfSMT. Em CauSMT, o sitio de ligacdo de SAM esté posicionado no

centro da enzima na regido que envolve o loop entre a folha B1 e a hélice a7. Os
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residuos que compde o sitio sdo Y70, T74, Y78, Y85, F93, G131, C132, G133,
L152, N153, N154, Q158, G180, D181, F182, 1198, E199, A200, V202, H203,
W229, D253 e 1255. Enquanto o segundo sitio € ocupado pelo zimosterol sendo
composto por um conjunto de 6 hélices a, no qual estd em frente ao sitio de
ligacdo de SAM e compreende dos residuos F84, Y85, G88, W89, F93, H94,
F95, E199, W229, D253, L294, R312, T321, T342, L345, E346, A349 e L352. Os
aminoacidos selecionados em ambos os sitios entdio em até 4A de pelo menos
um &tomo nédo hidrogénio dos substratos (Figura 47A).

Quanto a AfSMT, o sitio de ligacdo de SAM esta igualmente posicionado e
os residuos que participam do sitio sdo T78, Y82, S96, F97, H98, G135, C136,
G137, V138, P141, L156, N157, N158, N159, Q162, G184, D185, F186, 1202,
E203, A204 e H207. O lanosterol interage no segundo sitio 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 residuos descritos para
cada sitio estdo a 4A de cada substrato (Figura 48A).

O sitio catalitico de CauSMT e AfSMT, assim como em outras SMTs, é
composto por motivos conservados responsaveis pela interacdo com o esterol e
o SAM, sendo chamado de regides I, Il, lll e IV. Essas regides de ligacdo dos
substratos foram identificadas por meio de estudos de mutagénese sitio dirigida
e de ligacao covalente em ScSMT (Nes, 2003; Ganapathy et al., 2008).

A regido | é exclusiva de SMT e esta envolvida na interacdo com o esterol.
Estudo realizados em ScSMT indicaram que a Y81 contribui para a catalise por
meio da interacdo com o intermediario no complexo ativado possibilitando a
formacdo do produto (Ganapathy et al., 2008). Em CauSMT e AfSMT, esse
residuo é conservado correspondendo a Y85 e Y89, respectivamente. Além
disso, a mutacdo de H90L em ScSMT resultou na perda total da atividade
enzimatica. Este residuo parece estar envolvido na etapa de desprotonacédo da
reacdo de transmetilacdo (Nes et al., 2004). Este residuo € 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: Andlise estrutural das interagdes dos substratos zimosterol e SAM com
CauSMT. A) Sitios de ligacdo do zimosterol (azul) e do SAM (verde). B) Os residuos
conservados envolvidos na catdlise enzimatica estdo mostrados em azul (regido | e lll) e verde
(regido Il). C) Superficie molecular conforme a hidrofobicidade dos residuos mostrado abertura
de entrada dos substratos. D) Alinhamento multiplo de SMTs de Candida auris (Cau), Aspergillus
fumigatus (Af), Candida albicans (Ca), Paracoccidioides brasiliensis (Pb), Saccharomyces
cerevisiae (Sc) e Cryptococcus neoformans (Cn). Os residuos marcados com * estéo a 4A dos
substratos em CauSMT e foram experimentalmente observados serem importantes para a

atividade enzimatica em ScSMT. As setas indicam as folhas-p e as espirais as a-hélices.
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Figura 48: Andlise estrutural das interac6es dos substratos lanosterol e SAM com AfSMT.
A) Sitios de ligacdo do lanosterol (roxo) e do SAM (verde). B) Os residuos conservados
envolvidos na catdlise enzimética estdo mostrados em roxo (regido | e Ill) e verde (regiao Il). C)
Superficie molecular conforme a hidrofobicidade dos residuos mostrado abertura de entrada dos
substratos. D) Alinhamento multiplo de SMTs de Candida auris (Cau), Aspergillus fumigatus (Af),
Candida albicans (Ca), Paracoccidioides brasiliensis (Pb), Saccharomyces cerevisiae (Sc) e
Cryptococcus neoformans (Cn). Os residuos marcados com * estdo a 4A dos substratos em
AfSMT e foram experimentalmente observados serem importantes para a atividade enzimatica
em ScSMT. As setas indicam as folhas- e as espirais as a-hélices.
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A regido Il compreende dos residuos que compdem o sitio de ligacdo de
SAM, sendo conservada em metiltransferases dependentes de SAM (Nes, 2003;
Sun, Huang e Wei, 2021). Em CauSMT e AfSMT, este motivo esta localizado
entre a fita B1 e a hélice a7. Estudos prévios em ScSMT indicaram que mutacdes
em residuos dessa regido (V126L, G127L,C128L,G129L,G131L e P133L)
resultaram na perda de atividade da enzima, mostrando o papel dos residuos na
interacdo com SAM para a reacdo de C-metilacdo pela SMT (Ganapathy et al.,
2008). Em CauSMT, os residuos correspondentes e que estdo a 4A de SAM s&o
0 G131, C132, G133 e P137 (Figura 47D). Para AfSMT, G135, C136, G137 e
P141 (Figura 48D). Observa-se ainda que o SAM esta posicionado préximo ao
loop correspondente a regido Il (Figura 47B e 48B).

A regido lll esta localizada entre o final da fita 4 e hélice (310)3 e participa
da interacdo com o esterol. As mutacgfes sitio dirigidas realizadas em ScSMT
indicaram a participacao de E195 na atividade enzimatica (Nes et al., 2004). Os
residuos E199 e E203 em CauSMT e AfSMT, respectivamente, estéo
posicionados préximo ao terminal nucledfilo 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
A7B e 48B).

A regido IV esta localizada na fita B5 e participa da interacdo com o esterol
(Ganapathy et al., 2008) (Figura 47D e 48D).

As analises de docking molecular indicaram que o inibidor tomatina ocupa
0 mesmo sitio de ligacdo do zimosterol em CauSMT, indicando uma possivel
inibicdo competitiva pelo substrato (Figura 49).
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Figura 49: Sobreposicao dos sitios de ligacéo do inibidor tomatidina (magenta) e do zimosterol

(rosa).

5.12.3 Cristalizagdo da CauSMT e da AfSMT

Cristais resultantes da primeira triagem foram identificados apdés 2 meses

do preparo das microplacas. Na tabela 12, observa-se as condi¢des em que 0s

cristais foram obtidos por meio dos ensaios de cristalizacéo e cocristalizacao da

proteina CauSMT e seus substratos SAM e zimosterol. Nesta etapa, ndo foram

obtidos cristais de AfSMT e substratos.

Tabela 12. Condic¢des de cristalizacdo da CauSMT na etapa de screening utilizando o kit JCSG

Plus (Molecular Dimensions).

Proteina Ligante Condicdo de cristalizacéo
1 CauSMT SAM Fosfato de amdénio dibasico 1M
[5,93 mg/mL] [82,8 uM] Acetato de sédio 0,1M pH 4,5
CauSMT SAM Sulfatg de magnésio
2 [5,93 mg/mL] (82,8 uM] heptahidratado 1,4M
' 9 ' MES 0,1m pH 6,5
4 CauSMT SAM 10% PEG 6000
[5,93 mg/mL] (82,8 uM] Bicine 0,1M pH 9,0
5 CauSMT Zimosterol 20% etanol

[5,47 mg/mL] [369,4 uM]

0,1M Tris pH 8,5

Na figura 50 observa-se os cristais de CauSMT-SAM e CauSMT-zimosterol

obtidos pelo método de difusédo de vapor de gota sentada (sitting drop) nas

condi¢Oes descritas na tabela 12.
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Figura 50. Cristais de CauSMT-SAM e CauSMT-zimosterol obtidos sob as condigbes de
cristalizacéo 1, 2, 3 e 4 (Tabela 12) do kit JCSG Plus (Molecular Dimensions).

Diante das condicfGes de cristalizacdo em que foram obtidos cristais na
etapa de triagem, o refinamento das condicdes 1, 2 e 3 (tabela 12) foram
realizados sendo utilizado o método de difusdo de vapor de gota sentada (sitting
drop), a fim de se obter cristais maiores para experimentos de difracdo de raios
X. Nesta etapa, variou-se a concentracdo dos agentes precipitantes e pH dos
tampdes e concentracdo de CauSMT no poc¢o. Na tabela 13 e figura 51, observa-
se as condic¢des que os cristais foram obtidos da proteina CauSMT e o substrato
SAM e respectivas imagens.

Tabela 13. Condi¢6es de cristalizacdo da CauSMT na etapa de refinamento da condic¢éo fosfato

de amonio dibésico 1M, acetato de sédio 0,1M pH 4,5.

Proteina Ligante Condicao de Cristalizagéo
1 CauSMT SAM Fosfato de ambénio dibésico 1,8M
[5,93 mg/mL] [82,8 uM] Acetato de sédio 0,1M pH 5,0
2 CauSMT SAM Fosfato de ambénio dibésico 1,2M
[5,93 mg/mL] (24,84 uM] Acetato de sédio 0,1M pH 5,5
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Figura 51. Cristais de CauSMT-SAM obtidos na etapa de refinamento nas condi¢bes 1 e 2

descritas na tabela 11.

Além disso, cristais foram obtidos por meio do método de microbatch (Figura

52). Esse método consiste na adicdo da gota com a solucao de cristalizacdo em

uma camada de 6leo de parafina e/ou silicone. Os cristais resultantes desse

método foram identificados ap6s 1 semana do preparo das microplacas.

Observa-se as condi¢cdes que os cristais foram obtidos na tabela 14.

Tabela 14. Condi¢bes de cristalizacdo e cocristalizagdo da CauSMT, CauSMT-SAM, AfSMT e
AfSMT-SAM por microbatch.

Proteina Ligante Condicao de Cristalizagéo

1 AfSMT _ 2,0M Ammonium sulfate; 0,1M Sodium
[6,15 mg/mL] acetate pH 4,6

2 CauSMT Zimosterol 2,0M Ammonium sulfate; 0,1M Sodium
[5,4 mg/mL] [283, 5uM] acetate pH 4,6

3 CauSMT Zimosterol 0,2M Lithium sulfate; 0,1M Sodium
[5,4 mg/mL] [283, 5uM] acetate pH 4,5; 30% PEG 8000

4 AfSMT : 3,2M Ammonium sulfate; 0,1M
[6,15 mg/mL] Citrate pH 5,0

5 AfSMT SAM 3,2M Ammonium sulfate;0,1M Citrate
[5,93 mg/mL] [37,3uM] pH 5,0

6 AfSMT SAM 3,0M Sodium chloride;0,1M BIS-Tris
[5,93 mg/mL] [37,3uM] pH 5,5
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Figura 52. Cristais de CauSMT, CauSMT-SAM, AfSMT e AfSMT-SAM por microbatch nas

condicdes descritas na tabela 12.

Outra etapa de triagem das condi¢des de cristalizacdo da proteina AfSMT

e a cocristalizacdo com o substrato SAM foram realizadas pelo método de

difusdo de vapor de gota sentada (sitting drop). Na tabela 15 e figura 53 observa-

se as condi¢Bes que os cristais foram obtidos da proteina AfSMT e o substrato

SAM e respectivas imagens.

Tabela 15. Condicdes de cristalizacdo da CauSMT na etapa de screening utilizando o kit JCSG

Plus (Molecular Dimensions).

Proteina Ligante Condicao de Cristalizagdo
AfSMT SAM 0,04 M Potassium phosphate
1 (5,43 mg/mL] (37,3 uM] 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 uM]

glycol; 0,3M Tetraethylene glycol;
0,3M Pentaethylene glycol); 0,1 M
Buffer System 2 pH 7,5 (

HEPES;

MOPS

Precipitant Mix 4

1000;

25%

(acid)); 3
(25% MPD;
PEG 3350)

Sodium
7,5%
25% PEG

AfSMT
[5,43 mg/mL]

SAM
[37,3 uM]

0,12 M Monosaccharides

Glucose;

0,2M D-Mannose;

Galactose;
DXylose;
Glucosamine) ;
pH 7,5 (Sodium HEPES; MOPS

37,5% Precipitant Mix 4

(0,2M D-

0,2M D-

0,2M L-Fucose; 0,2M
0,2M N-Acetyl-D-
0,1 M Buffer System 2

25% PEG 1000;

(acid));

(25% MPD;

25% PEG 3350)

AfSMT
[5,43 mg/mL]

0,2 M Sodium chloride;

Tris pH 5,5;

0,1 M BIS-

25% PEG 3350

AfSMT
[5,43 mg/mL]

SAM
[37,3 uM]

0,1 M Amino acids (0,2M DL-Glutamic

acid monohydrate;

0,2M Glycine;

monohydrochloride;

0,2M DL-Alanine;

0,2M DL-Lysine

0,2M DL-Serine);

0,1 M Buffer System 2 pH 7,5 (Sodium
(acid)); 37,5%

HEPES;

MOPS

Precipitant Mix 4
1000;

25%

(25% MPD;
PEG 3350)

25% PEG

AfSMT
[5,43 mg/mL]

SAM
[37,3 uM]

0,2 M Sodium citrate tribasic
0,1 M Bis-Tris propane pH

dihydrate;

6,5;

20%

PEG 3350

96



Figura 53. Cristais de AfSMT e AfSMT-SAM obtidos sob as condi¢cfes de cristalizacdo 1 a 6
(Tabela 13).

5.12.4 Coleta de dados de difragcao de raios X

ApOs congelamento em solugdo crioprotetora, os cristais de CauSMT e
AfSMT, tanto com quanto sem o SAM, foram submetidos a difracdo de raios X,
com a coleta de dados realizada pelo detector PILATUS2M®. Alguns cristais
exibiram difracdo, com pontos observados a uma resolucdo maxima de 7 A.
Conforme previsto, o processamento ndo gerou dados confiaveis, resultando em
um Rmerge Superior a 0,5. O grupo espacial sugerido pertence ao sistema
tetragonal; entretanto, devido a baixa qualidade dos dados, ndo foi possivel
definir com precisdo o grupo espacial. No entanto, a confirmacdo de que os
cristais analisados eram de proteina é promissora, abrindo oportunidades para
futuros experimentos que poderdo elucidar uma estrutura inédita.
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6 CONCLUSOES

Os estudos estruturais, funcionais e de inibicho das esterol C24-

metiltransferases dos fungos patogénicos humanos Candida auris e Aspergillus

fumigatus realizados neste trabalho mostraram que:

A aeracdo é um fator critico para a expresséo heterdloga da CauSMT e
AfSMT.

Durante a expressdo heteréloga, ambas as enzimas formam hetero-
oligbmeros de alta massa molecular com proteinas de E. coli, sendo a

interacdo intermolecular do tipo hidrofébica.

O aumento da concentracédo ndo € um fator determinante para a formacéao

dos hetero-oligdmeros.

A CauSMT parece ser uma esterol C24-metiltransferase pentamérica em

solucéo.
A AfSMT parece ser uma C24-metiltransferase tetramérica em solucéo.

A CauSMT apresenta maior estabilidade térmica em pH &cido quando
comparada a AfSMT. Ambas as enzimas sdo mais estaveis em pH neutro

e ndo sao estaveis em pH basico.

Em Candida auris, a biossintese do ergosterol ocorre preferencialmente

via zimosterol.

Em Aspergillus fumigatus, a biossintese do ergosterol ocorre

preferencialmente via lanosterol.

A AfSMT apresenta 35 vezes mais afinidade pelo substrato S-adenosil-L-
metionina em comparacao a constante de afinidade do outro substrato,

lanosterol.

A CauSMT apresenta 4 vezes mais afinidade pelo substrato S-adenosil-
L-metionina em comparacédo a 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 a esterol C24-metiltransferase de

Candida albicans.

A molécula tomatidina apresenta atividade inibitéria contra CauSMT, mas
nao contra AfSMT.

Cristais de CauSMT e AfSMT foram obtidos em diversas condi¢cfes de

cristalizacao.

Cristais de CauSMT e AfSMT com o0s substratos S-adenosil-L-metionina

e zimosterol foram obtidos em vérias condi¢des de cristalizacao.

Os dados de difracéo coletados na linha de luz Manaca (LNLS/Sirius) com
os cristais de CauSMT co-cristalizados com o substrato S-adenosil-L-

metionina apresentaram resolucées de 7 A.
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7 PERSPECTIVAS

Ensaios de High Throughput Screening (HTS) serdo realizados com o
objetivo de identificar compostos, por meio de triagens em bibliotecas de
compostos, com potencial inibitério sobre as esterol C24-
metiltransferases de Candida auris e Aspergillus fumigatus, acelerando o
processo de descoberta de novos farmacos para o tratamento de

infeccdes fungicas invasivas.

A construcdo de mutantes sera realizada com o objetivo de investigar de
forma mais aprofundada os residuos envolvidos na atividade enzimatica
e no mecanismo de acdo da enzima, permitindo uma melhor
compreensao dos determinantes moleculares que influenciam sua

funcao.

O refinamento das condicdes de cristalizacdo esta sendo realizado para
obter cristais que apresentem difracdes com melhores resolucoes,

possibilitando, assim, a elucidacao estrutural das proteinas de interesse.

Andlises de dindmica molecular com os modelos obtidos pelo AlphaFold,
acoplados ou nédo aos ligantes, serdo realizadas com o objetivo de
compreender as interagdes conformacionais das enzimas, validar os
sitios de interacdo e identificar mudancas estruturais relevantes que
possam ser importantes para sua funcdo e o desenvolvimento de novos

inibidores.
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9 APENDICES

a) Scores de docking dos substratos lanosterol e SAM com a AfSMT.

Lanosterol SAM

GOLD fitness score

46,63 78,47
59,40 80,77
63,36 79,18
-57,00 77,03
-99,76 87,74
-92,30 82,51
-93,21 81,38
-106,06 81,22
-98,14 62.25
-104.53 60,43
-124,56 60,92
-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 -1.7
2 -12.6 -13.6 -1.4
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 -94 -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) Producao e purificacdo da enzima esterol C24-metiltransferase de
Paracoccidioides lutzii (PISMT)
As células de E. coli BL21 (DE3) transformadas com plasmideo pET21a-
PISMT (construgcdo GS44872 sintetizada em outubro de 2009 (Figura 1)), foram
inoculadas em meio LB, induzidas com IPTG 1 mM e incubadas a 37 °C.
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Figura 1. Plasmideo de expressdo pET2la contendo o gene erg6 do fungo
Paracoccidioides lutzii.

A amostra foi coletada ap6és 6 h da inducdo. Para avaliar a solubilidade da
proteina, 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 proteinas totais da E. coli, que a
proteina heterdloga provavelmente tinha sido produzida, o sobrenadante foi
aplicado na coluna de cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados
(IMAC). Observa-se na figura 2 que a PISMT foi eluida totalmente no flow

through, ou seja, ndo houve interacdo da proteina com a coluna.
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Figura 2: Purificagcdo da PISMT. A) Perfil cromatogréafico da purificagdo por IMAC. B) Andlise
em SDS PAGE 15% mostrando o perfil de proteinas obtidas durante o processo de purificacéo.
Marcador Molecular (1); Precipitados celulares (fragdes insoluveis) (2); sobrenadante das células
lisadas e centrifugadas apoés cultivo (frages soluveis) (3); Flow through (4); Fracdes eluidas (5
a8).

Diante desse dado, foram testados diversos métodos de purificagdo como
de cromatografia de troca idnica e de exclusdao molecular que resultaram na néo
purificacdo da enzima estudada, ou seja, o perfil proteico permaneceu 0 mesmo
da amostra injetada. Objetivando verificar se a proteina produzida € a PISMT
com cauda de histidina, foram realizados varios ensaios imunologicos de
western blot utilizando o anticorpo monoclonal anti-His conjugado com fosfatase
alcalina e os resultados foram negativos. Além disso, a frequéncia de cédons
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 presenca de codon raros ao longo do gene.
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Figura 3: Analise dos cddons do gene da PISMT. %Max (>0) correspondem a agrupamentos

de cddons comuns; %Min (<0) correspondem a codons raros.
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Os diversos resultados nao esperados levaram a nao continuacdo dos

experimentos com essa construcao.

d) Sintese, transformacéo, producéao e teste de solubilidade das esterol
C24-metiltransferases de cinco fungos patogénicos humanos.

Os genes ergb6 que codificam para as enzimas esterol C24-
metiltransferases dos fungos foram selecionados do banco de dados Uniprot.
Apéds andlises das sequéncias, os genes foram clonados no vetor de pET28a.
As células de E. coli BL21 (DE3) foram transformadas com os plasmideos
pET28a-SMTSs, as coldnias selecionadas foram inoculadas em meio autoindutor
ZYM-5052 e incubadas a 37 °C por 16h. Para avaliar a solubilidade das
proteinas, 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
proteinas 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 ndo foi produzida (Figura 4C). Diferentemente, a SMT de
Candida albicans (CaSMT) e de Paracoccidioides lutzii (PISMT) foram
produzidas, ambas com 46,9 e 46,2 kDa, respectivamente (Figura 4D e 4E).
Percebe-se que as proteinas de interesse esta presente na fracdo insollvel,

indicando a formacao de corpos de inclusao.
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Figura 4: Producdo das enzimas esterol C24-metiltransferase dos principais fungos
patogénicos humanos. (A) CiSMT (B) CnSMT (C) PjSMT (D) CaSMT (E) PISMT. Marcador
Molecular (1). Sobrenadante das células lisadas e centrifugadas apds cultivo (fragcdes sollveis)

(2). Precipitados celulares (fragdes insolaveis) (3).
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e) Analise de mudancas conformacionais resultantes da interacdo 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. Claudia Bravo-Chaucanes et al, 2017 (ver se é a data
da tese). O efeito da interacdo do cofator NADPH na estrutura das tioredoxinas
redutases foi analisado por meio de cromatografia de exclusdo molecular. Como
pode ser observado na figura 5, os volumes de eluicdo do complexo CaTrxR-
FAD-NADPH e CnTrxR-FAD-NADPH divergem quando se comparado aos
complexos CaTrxR-FAD e CnTrxR-FAD, corroborando entdo, com estudos
anteriores dos quais descrevem que a TrxR apresenta duas conformacfes
distintas: conformagcdo oxidada (FO) no qual o NADPH encontra-se
espacialmente distante do FAD, e o FAD esta orientado para a transferéncia de
elétrons para o dissulfeto da TrxR, e na conformacédo reduzida (FR), onde os
dois cofatores estdo em contato e permite a reducdo do FAD pelo NADPH e a

da Trx pela TrxR.
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Figura 5: Efeito do cofactor NADPH na estrutura da CaTrxR e CnTrxR analisado por
cromatografia de exclusdo molecular. (A) Sobreposicdo dos dois cromatogramas de CaTrxR-
FAD e CaTrxR-FAD-NADPH. (B) Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12 % resultante da
purificagdo dos complexos de ambas as enzimas. (C) Sobreposicao dos dois cromatogramas de
CnTrxR-FAD e CnTrxR-FAD-NADPH.
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A caracterizagdo termodinamica da interagdo do cofator NADPH foi
realizada por calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC). Como pode ser
observado na figura 6 que a energia livre de Gibbs negativa confirma que a

interacdo do NADPH com o CaTrxR-FAD é favoravel e espontanea.
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Figura 6: Andlise de calorimetria de titulacdo isotérmica de CaTrxR-FAD mais NADPH.

Pardmetros termodinamicos obtidos para a interacdo de NADPH com CaTrxR.

Diversos ensaios de cocristalizagcdo da CnTrxR-FAD e CaTrxR-FAD com o

cofator NADPH foram realizados ndo sendo obtido cristais.

120



10 ANEXOS - Publicagbes

Structural Characterization and Crystallization of Human
TMPRSS2 Protease
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TMPRSS2 is a transmembrane serine protease predominantly associated with the luminal face membrane of the prostatic
Article: Info epithelium. The TMPRSS2 gene is androgen-driven and overexpressed in patients with prostate cancer. This protease
induces tumorigenesis through the proteolytic conversion of proHGF, activation of c-Met signaling and engagement of the
PI3K-Akt-mTOR pathway. The enzyme participates in viral infection by performing cleavage and activation of glycoproteins
Due to its crucial role in prostate cancer and viral replication, structural studies of TMPRSS2 are a strategic part of the
design of potent and selective therapeutic drugs. Thus, the objectives of this work were to express, purify and perform
structural studies of the protease domain of TMPRSS2. The gene corresponding to the zymogen of the catalytic
extracellular domain was expressed in E. coli BL21 (DE3). The solubilized protease was purified and renatured by affinity
chromatography. The secondary structure profile of TMPRSS2 was determined by circular dichroism (CD). These studies
showed changes in the secondary structure to abroad pH variation, and thermostability between 25 and 95°C. In addition,
the homology modeling of the catalytic domain of TMPRSS2 and docking with the benzamidine inhibitor was performed.
The model is in agreement with the content of the secondary structure found in the CD experiments. The predicted
TMPRSS2-benzamidine complex showed the residue Asp189 present at the $1 site binds form hydrogen bonds to the
amidine group of the inhibitor, as in other trypsin-like enzymes. The TMPRSS2 was crystallized from sitting drops and the
reservoir solution composed of 50 % PEG 200, 100 mM Potassium Phosphate and Sodium pH 6.2 and 200 mM Sodium
Chloride. Afterwards, the protein tridimensional structure is going to be defined and inhibition assays are going to be
realized aiming to find potent and selective drugs for the TMPRSS2.
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Abstract

Objective  To isolate putative lipase enzymes by
screening a Cerrado soil metagenomic library with
novel features.

Results Of 6720 clones evaluated, Clone W
(10,000 bp) presented lipolytic activity and four
predicted coding sequences, one of them LipW.
Characterization of a predicted esterase/lipase, LipW,
showed 28% sequence identity with an arylesterase
from Pseudomonas fluorescens (pdbI3HEA) from
protein database (PDB). Phylogenetic analysis showed
LipW clustered with family V lipases; however, LipW
was clustered in different subclade belonged to family
V, suggesting a different subgroup of family V. In
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addition, LipW presented a difference in family V GH
motif, a glycine replaced by a serine in GH motif.
Estimated molecular weight and stokes radius values
of LipW were 29,338.67-29,411.98 Da and
2.58-2.83 nm, respectively. Optimal enzyme activity
was observed at pH 9.0-9.5 and at 40 °C. Circular
dichroism analysis estimated secondary structures
percentages as approximately 45% o-helix and 15%
B-sheet, consistent with the 3D structure predicted by
homology.

Conclusion  Our results demonstrate the isolation of
novel family V lipolytic enzyme with biotechnolog-
ical applications from a metagenomic library.

Keywords Cerrado - Lipolytic enzymes -
Metagenome - Soil

Introduction

The global market for industrial enzymes has grown
significantly and is expected to reach USD 6.3 billion
in 2021 (Dewan 2017). The biotechnological potential
of industrial enzymes relies on improved processes,
efficient microbial producing species, the orientation
of enzymes to specific reactions, metabolic engineer-
ing, and metagenomics (Xing et al. 2012; Borrelli and
Trono 2015). Industrial enzymes produced with the
help of genetically modified organisms are used in
various sectors (e.g., pharmaceuticals, detergents,
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Article history:
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Commercial interest in plant cell wall degrading enzymes (PCWDE) is motivated by their potential for energy or
bioproduct generation that reduced dependency on non-renewable ( fossil-derived ) feedstock. Therefore, under-
lying work analysed the Penicillium chrysogenum isolate for PCWDE production by employing different biomass
as a carbon source. Among the produced enzymes, three xylanase isoforms were observed in the culture filtrate
containing sugarcane bagasse. Xylanase (PcX1) presenting 35 kDa molecular mass was purified by gel filtration
and anion exchange chromatography. Unfolding was probed and analysed using fluorescence, circular dichroism
and enzyme assay methods. Secondary structure contents were estimated by circular dichroism 45% a-helix and
10% (>-sheet, consistent with the 3D structure predicted by homology. PcX1 optimally active at pH 5.0 and 30 °C,
presentingt;,» 19 h at 30 °C and 6 hat 40 °C. Thermodynamic parameters/melting temperature 51.4 °C confirmed
the PcX1 stability at pH 5.0. PcX1 have a higher affinity for oat spelt xylan, Ky; 1.2 mg-mL ™!, in comparison to

Keywords:
Biotechnological products
Lignocellulosic biomass
Phenolic compounds
Protein structural stability

Secondary structure birchwood xylan Ky, 29.86 mg-mL ', activity was inhibited by Cu*? and activated by Zn*2. PcX1 exhibited sig-

Xylanase nificant tolerance for vanillin, trans-ferulic acid, p-coumaric acid, syringaldehyde and 4-hydroxybenzoic acid, ac-
tivity slightly inhibited (17%) by gallic and tannic acid.

© 2019 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction first, considered as accessory activities, hemicelluloses degrading en-

Plant cell wall degrading enzymes (PCWDE) can be applied to differ-
ent industrial processes. Therefore, there is a crescent demand of these
enzymes, especially PCWDE presenting kinetic properties compatible
with industrial processes. The alternative use of lignocellulosic biomass
as a source of fermentable sugars to produce second generation ethanol
and chemicals derived from lignocellulose and hemicelluloses also
boost the search for PCDWE to deconstruct the feedstock [1]. Lignocellu-
losic biomass is daily produced and accumulated as a result of agro-
industrial activities around the world and might be used as raw material
to obtain a set of products with commercial value. Lignocellulose is
composed of cellulose (45-60%), hemicellulose (20-40%), pectin
(5-10%) and lignin (10-40%) [2]. Cellulose filaments are tightly linked
and microfibrils are covered by hemicelluloses, pectin and lignin. It
hampers their degradation and contributes to plant cell wall recalci-
trance, one of the major limitation in the conversion of lignocellulosic
biomass to value-added products [3]. Microorganisms are able to de-
construct lignocellulosic biomass by employing a consortium of en-
zymes, acts in synergism to depolymerise this complex material. At

* Corresponding author.
E-mail address: enoronha@unb.br (E.F. Noronha).

https://doiorg/10.1016/.ijpiomac.2019.01.057
0141-8130/© 2019 Elsevier B.V. All rights reserved.

zymes including xylanases are essential to complete the deconstruction
of lignocellulose [4].

Hemicelluloses hydrolysing enzymes are classified into endo-3-1,4-
xylanases (EC 3.2.1.8), B-xylosidases (EC 3.2.1.37), and debranching en-
zymes, including a-glucuronidase (EC 3.2.1.139), t-arabinase, feruloyl
esterase (EC 3.1.1.73) and p-coumaric esterase (EC 3.1.1.1). Endo-f>-
1,4-xylanases catalyse the hydrolysis of 3-1,4 linkages of xylan back-
bone. This cleavage is not random and depends on the nature of sub-
strate, size ramification of the chain, as well as the degree of
branching [5]. These enzymes are classified into GH 10and GH11 glyco-
side hydrolases families. In general, GH10 xylanases are characterised as
a higher molecular mass (Mm > 30 kDa), lower pl values with a three-
dimensional folding in barrel ([3/at), whereas GH 11 presents a lower
molecular mass (Mm < 30 kDa), higher pl value of xylanases and
three-dimensional folding in B-jelly-roll [6].

Previous literature has largely debated the Trichoderma and Aspergil-
lus species particularly efficient in the production of cellulases and their
ability to deconstruct the lignocellulose [8,9]. However, other species
are also focused of the research due to their potential to produce in ad-
dition to cellulases, hemicellulases and lignin active enzymes [7-10].

Penicillium species, such as Penicillium chrysogenum, studied previ-
ously as a source of antimicrobial activities, nowadays are gaining
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In this study, a GH3 family 3-glucosidase ( Bgl7226) from metagenomic sequences of the Syntermes wheelerigut, a
Brazilian Cerrado termite, was expressed, purified and characterized. The enzyme showed two optimum pHs
(pH 7 and pH 10), and a maximum optimum temperature of about 40 °C using 4-Nitrophenyl {3-D-
glucopyranoside (pNPG) as substrate. Bgl7226 showed higher enzymatic activity at basic pH, but higher affinity
(Kw) at neutral pH. However, at neutral pH the Bgl7226 enzyme showed higher catalytic effidency (Kcai/Km) for
PNPG substrate. Predictive analysis about the enzyme structure-function relationship by sequence alignment
suggested the presence of multi-domains and conserved catalytic sites. Circular dichroism results showed that
the secondary structure composition of the enzyme is pH-dependent. Small conformational changes occurred
close to the optimum temperature of 40 ° C, and seem important for the highest activity of Bgl7226 observed
at pH 7 and 10. In addition, the small transition in the unfolding curves close to 40 ° C is typical of intermediates
associated with proteins structured in several domains. Bgl7226 has significant (>-glucosidase activity which
could be attractive for biotechnological applications, such as plant roots detoxification; specifically, our group
is interested in cassava roots (Manihot esculenta) detoxification.

Keywords:
GH3-3-glucosidase
Syntermes wheeleri
Metagenome

© 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Bioprospecting is defined as the exploration of biodiversity for com-
mercially valuable biochemical and genetic resources to achieve eco-
nomic and conservation objectives. To achieve these purposes, the
existing diversity of microorganisms can act as a reservoir of resources
from which individual species with special characteristics can be ex-
plored [1]. Microorganisms comprise the majority of soil biomass and
diversity and are crucial for its function. Microbial diversity and the
pathways used for the production of enzymes, metabolites, bioactive
compounds, together with more advanced biotechnological tools such
as functional genomics, metagenomics, green chemistry, systems biol-
ogy, synthetic biology, bioinformatics and metabolic engineering may

* Corresponding author at: Universidade de Brasilia - UnB, Instituto Central de Ciéncias
Sul - Dept. de Biologia Celular, Laboratério de Enzimologia, 70910-900 Brasilia, DF, Brazil.
E-mail address: kruger@unb.br (R.H. Kriiger).

https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2020.09.236
0141-8130/© 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.

become an ideal platform for the production of value-added products
[2.3].

The study of microorganisms is traditionally performed by laboratory
cultivation techniques, however, only 0.1 to 1% can be considered cultiva-
ble in these conditions [4]. Over the years, many techniques have
emerged to improve the analysis of “non-cultivable” majority, or rather,
those of difficult cultivation. Metagenomics works, which use total DNA
of a microbial community, have been widely used in bioprospecting to as-
sess the potential of species present in natural ecosystems, such as ther-
mal sources and termite guts for obtaining thermoenzymes and
lignocellulose-enzymes, respectively, for example [4-6]. This approach
has enabled the discovery of new genes originated from “non-cultivable”
microorganisms that encode enzymes with biochemical and biophysical
characteristics compatible with industrial applications [7].

Biorefineries have been using lignocellulose biomass to obtain co-
products [8]. Lignocellulose is the most abundant biopolymer in terres-
trial environments [9]. It is composed of cellulose (30-60%),
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