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RESUMO

O Staphylococcus aureus é um microorganismo responsavel pela a Sindrome da
Pele Escaldada Estafilococica (SPEE) em algumas espécies de animais, inclusive em
humanos. E uma doenca que promove leses cutaneas graves, causada por toxinas
esfoliativas (ETs) de S. aureus (ETA e ETB no caso de humanos), as quais sdo serino-
proteases do tipo quimotripsina (SPTQs) que clivam a caderina desmogleina 1 (Dsg1l).
Resultados prévios sugerem a ativacdo da cavidade oxianidnica das ETs antes da
clivagem da Dsgl, através de uma mudanca conformacional do residuo Pro192 apés a
interacdo das toxinas com o substrato. Por causa da alta especificidade das ETs, as
mesmas nao degradam diversos substratos peptidicos e ndo sdo suscetiveis a
inibidores classicos das SPTQs. Porém, as bases moleculares para esta alta
especificidade permanecem incompreendidas, dada ndo sé a falta de informacdes
estruturais sobre a interacdo dessas enzimas com os ligantes do sitio ativo, mas
também, e principalmente, com seu substrato natural, a Dsgl. Todavia, o isolamento de
cepas de S. aureus codificadoras das ETs com resisténcia a antibiéticos aumenta a
importancia da busca de inibidores para ETA a fim de tratar as lesdes cutaneas
decorrentes das infec¢cdes por essas cepas. O objetivo geral deste trabalho foi
expressar e purificar a proteina ETA wt para a realizacdo de ensaios de cristalizacao,
inibicdo da atividade enzimética e cristalizacdo com ligantes promissores. Foi realizada
a prospeccdo de potenciais inibidores peptidicos e carbbnicos, inicialmente
determinados in silico e depois testados in vitro. Os inibidores carbonicos demonstraram
uma inibicdo da ETA nos ensaios enzimaticos. Todavia, a técnica Phage Display
também foi empregada na bioprospecc¢édo de sequéncias peptidicas com alta afinidade
ao alvo ETA. Os resultados do sequenciamento genético aliado a ferramentas
computacionais demonstraram que existem algumas sequéncias peptidicas
relacionadas a proteinas humanas de superficie como a Protocaderina-15. Por fim, a
realizacdo da cristalizacdo da proteina ETA wt foi bem sucedida, e, porém, os ensaios
de cristalizacdo da ETA com ligantes promissores ainda ndo apresentaram resultados
satisfaorios. A determinagdo da estrutura cristalografica da enzima associada a um
inibidor pode proporcionar informagdes acerca do mecanismo de acomodacdo dos
ligantes nos sitios ativos das toxinas ou nos sitios secundarios moduladores.
Palavras-Chave: Staphylococcus aureus. Sindrome da pele escaldada estafilococica.

Toxina esfoliativa. Ensaios de cristalizacdo. Desmogleina 1. Phage Display.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a human pathogen responsible for Staphylococcal Scalded
Skin Syndrome (SSSS), a disease that causes severe skin lesions, driven by the
exfoliative toxins (ETs) of S. aureus (ETA and ETB in the case of humans). These toxins
are chymotrypsin-like serine proteases (CTSs) that cleave desmogleinl (Dsgl).
Previous results suggest the activation of the ETs' oxyanion hole before Dsgl cleavage,
via a conformational change of the Pro192 residue following toxin-substrate interaction.
Due to the high specificity of the ETs, they don't degrade various peptide substrates and
aren't susceptible to classic CTS inhibitors. However, the molecular bases for this high
specificity remain poorly understood, not only due to the lack of structural information
about these enzymes interacting with the active site ligands but also, and mainly, with
their natural substrate, Dsgl. Still, the isolation of S. aureus strains encoding the ETs
that are antibiotic-resistant heightens the importance of searching for ETA inhibitors to
treat skin lesions resulting from these strain infections. The general objective of this
study was to express and purify the wild-type ETA protein for crystallization assays,
enzymatic activity inhibition, and co-crystallization with promising ligands. A prospecting
of potential peptide and organic inhibitors was performed, initially determined in silico
and later tested in vitro. The organic inhibitors showed ETA inhibition in enzymatic
assays. However, the Phage Display technique was also used in the bioprospecting of
peptide sequences with high affinity to the ETA target. Genetic sequencing results
combined with computational tools showed that there are some peptide sequences
related to human surface proteins like Protocadherin-15. Lastly, crystallization of the
wild-type ETA protein was successful, and co-crystallization assays of ETA with
promising ligands are underway. Determining the crystallographic structure of the
enzyme associated with an inhibitor might provide insights into the mechanism of ligand

accommodation in the active or modulatory secondary sites of the toxins.

Keywords: Staphylococcus aureus. Staphylococcal scalded skin syndrome. Exfoliative

toxin. Crystallization tests. Desmoglein 1. Phage display.
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Figura 1. Em (A) representacdo em fita da estrutura cristalina da V8 protease, uma
GEPase convencional (PDB: 208L) a esquerda, e da ETA a direita (PDB: 1EXF). Os
residuos da triade catalitica Asp, His e Ser séo representados em um modelo em
bastdo em vermelho, azul e amarelo, respectivamente. Exceto por uma hélice adicional
caracteristica das toxinas esfoliativas e pela conformacéo de algumas alcas superficiais,
o enovelamento geral de ambas as enzimas sao semelhantes. (B) A sobreposicédo dos
residuos da triade catalitica da GEPase e dos residuos correspondentes da ETA,
mostrados em vermelho e azul claro, respectivamente, demonstra que esta importante
parte da maquinaria catalitica esta bem desenvolvida na estrutura da toxina. Por outro
lado, o buraco oxianion nédo é pré-formado na estrutura da ETA, como demonstrado
pelas diferentes orientagdes do oxigénio carbonilico da ligacéo peptidica Pro192-Gly193
na ETA e a ligacdo peptidica G166-G167 correspondente na glutamilendopeptidase
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Figura 2. Estruturas cristalinas das ETs. A) Representacfes da cadeia principal e
principais residuos envolvidos no processo de catdlise da ETA (PDB: 1EXF), ETB
(PDBs: 1DT2, varetas magentas e 1QTF, varetas ciano) e a ETE (PDBs: 5C2Z, varetas
ciano e 8DAX, varetas magentas). As principais caracteristicas estruturais dessas
proteinas sdo mostradas: a triade catalitica Asp102-His75-Ser195, uma a-hélice N-
terminal, a presenca no bolsdo S1 dos residuos Thr190, His213 e Lys216, que s&o
cruciais para a especificidade para Glu-P1, conformacfes de P/V192(O) atipicas e a
alca D, que acredita-se controlar a orientacdo de Prol92(0) na ETA. B)
Representacfes em varetas das conformacfes de P/V192 (O) alternativas observadas
nas estruturas cristalinas disponiveis da ETA, ETB e ETE. Em todos os casos, as linhas
tracejadas laranjas representam ligac6es de hidrogénio (ligacdes H). Os residuos séo
marcados de acordo com o sistema de numeragdo da quimotripsina. Nota-se a
presenca de uma molécula de 4gua, marcada com a letra w, que forma uma ponte de
agua (esfera vermelha) entre Gly193(N) e Y143(N) na estrutura cristalina da ETE (PDB:
5C2Z) e que ocupa uma posicdo equivalente a de Prol92(0O) na conformacao
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Figura 3. Representacdo esquematica da distribuicdo de desmogleina em (A) pele
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Figura 4. Sobreposicdo dos modelos estruturais indicando os 5 ectodominios (ECs) de
Dsgl humana (laranja; hDsgl), Dsgl canina (verde; cDsgl) e Dsgl murina (azul;
mDsgl). As esferas cinzas representam ions de calcio e o acido glutamico (Glu381) do
sitio de clivagem € indicado por uma seta preta. As sequéncias de aminoacidos da
Dsgl humana, murina e canina, 110 residuos a montante do sitio de clivagem, estéo
destacadas. A letra x indica residuos de aminoacidos das Dsgsl considerados nao

cruciais para o reconhecimento e clivagem das Dsgsl pela ETA............ccooiiiiinnnn. 35

Figura 5. Sequéncia de proteina ExhC (I), ETE (Il) e ETA (lll) com uma cauda de poli-
His (amarelo) e um sitio de clivagem TEV protease

Figura 6. Processo de biopanning com uma biblioteca de peptideos pentavalentes
exibida. A estrutura alvo é fixada na placa de alta ligacdo (que no caso deste trabalho
séo as ETs), e na sequéncia expor a biblioteca de fagos selecionada sobre o alvo. Apés
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sequéncia os fagos que ficaram aderidos apés a lavagem apresentam uma maior
afinidade pelos alvos. Esses foram eluidos e posteriormente amplificados. A repeticao
desse processo de 2 a 3 vezes promove a selecdo dos fagos de alta
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Figura 7. Bibliotecas de peptideos disponiveis no NEB (New England Biolabs).
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pretas indicam a presenca das respectivas proteinas recombinantes e a letra “M”
corresponde ao marcador molecular (LMW-SDS Marker KIT — GE Healthcare) em



Figura 9. Segunda etapa de purificacdo da proteina ExhC wt de S. sciuri. Perfil de
cromatografia de exclusdo molecular da proteina ExhC wt de S. sciuri em Superdex
G75 10/300 (GE). O eixo y do gréfico corresponde a absor¢cdo em mili unidades de
absorbancia e o eixo x ao volume em mililitros. A linha azul indica a absorbancia a 230
nm e a linha rosa indica a absorbancia em 280
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cromatografia de exclusdo molecular da proteina ETE wt de S. aureus em Superdex
G75 10/300 (GE). O eixo y do gréafico corresponde a absorcdo em mili unidades de
absorbancia e o eixo x ao volume em mililitros. Linha azul indica a absorbéncia a 230
nm e linha rosa indica a absorbancia em 280
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absorbancia e o eixo x ao volume em mililitros. Linha azul indica a absorbéncia a 230

nm e linha rosa indica a absorbancia em 280
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ExhC wt, ETE wt e ETA wt respectivamente, projetados pelo sistema AKTA-pure. As
setas pretas indicam a presenca das respectivas proteinas recombinantes e a letra “M”

corresponde ao marcador molecular (LMW-SDS Marker KIT — GE Healthcare) em

Figura 13. Resultados do Western blot para detecgéo das proteinas ExhC wt (A), e ETA
(J) de S. aureus. As proteinas alvo foram detectadas (seta preta) a direita do marcador
molecular (Amersham ECL Rainbow Marker — GE Healthcare) em kDa
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os gréaficos de Michaelis-Menten e Hanes-Woolf para a enzima. No painel inferior
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Woolf por meio de regressdo linear. Vo , [S], KM , Vmax e kcat representam a
velocidade inicial, concentracdo de substrato, constante de Michaelis, velocidade
méxima e constante catalitica, respectivamente. A razdo kcat/KM quantifica a eficiéncia
catalitica de cada enzima. Valores médios + erros padrdo da média sdo mostrados.....63

Figura 15. Espectro de CD-UV caracteristico da proteina ETA de S. aureus a 25 °C em
solucdo tampédo. O eixo y do grafico corresponde a elipticidade molar em deg.cm2
.dmol-1 e 0 eixo X ao comprimento de onda em
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Figura 16. Gréafico de porcentagem da viabilidade celular por ensaios de MTT das
células BHK-21 na presenca da proteina ETA de S. aureus. Os resultados plotados
representam trés experimentos independentes que se apresentam como média + SD. O
eixo y corresponde a viabilidade das células BHK-21 em porcentagem (calculada a
partir do experimento controle na auséncia de PBS 1X) e o0 eixo x as concentracdes da
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Figura 17. Representacdo estrutural de ETA em complexo com a-MSH, B-MSH e
derivados. A) ETA:a-MSH. B) ETA: aMSH-curto C) ETA:D- a - MSH D) ETA: B - MSH..
Os peptideos séo representados como bastbes amarelos, enquanto a estrutura da
proteina é representada como desenho e os residuos que interagem com o0s peptideos
sdo representados como bastdes verdes e sua superficie € mostrada em cinza. As
ligacdes H intermoleculares sdo indicadas por linhas tracejadas laranja. Os principais
residuos de sitios ativos e interativos das toxinas sao rotulados. Em todos os casos as
estruturas centrais correspondentes aos maiores agrupamentos de cada trajetéria foram
escolhidas para representacdo estrutural. Os subsitios S1 e S4' estdo marcados em
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Figura 18. Alinhamento da sequéncia de a-MSH, B-MSH e hDsg-1 EC3-4linker de
acordo com as posi¢des que ocupavam nos sitios ativos dos ETs. As posicdes de P4 a
P4'" s&o indicadas no topo. Local de clivagem marcado por uma seta
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Figura 19. Atividade enzimatica da proteina nativa (ETA), incubada com o peptideo D-
aMSH, e também associada ao peptideo linear 1, em incubacao de 1h e também de

18h , com concentragao 20 mM de substrato BocL-Glu-
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H com His213 e Thr213. C) Interagdo com Lys216. D) Ligagdo de Hidrogénio entre
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1. INTRODUCAO

1.1 Sindrome da Pele Escaldada Estafilococica (SPEE) de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus sdo bactérias Gram catalase-positivas, com
aproximadamente 0,5 a 1,5 um de diametro, iméveis, ndo esporuladas. Estas bactérias
apresentam capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes e alta capacidade de
dispersado, além de serem resistentes a dessecacao, sobrevivendo em ambientes ndo
fisiologicos (COUTO et al., 2000; DAKIC et al., 2005). Até o momento, foram descritas
33 espécies de estafilococos, 17 das quais podem ser isoladas de amostras biolégicas
humanas (CHESNEAL et al., 1993). Além disso, sdo amplamente distribuidas na
natureza e podem fazer parte da microbiota da pele e mucosa de uma grande parte
dos mamiferos (GIAMMARINARO et al., 2005). Também, o S. aureus pode ser
encontrado no ambiente de circulacdo do ser humano, além de estar presente em
diversas partes do corpo, como fossas nasais, garganta, intestinos e pele (CARVALHO
et al., 2005). Desses sitios anatdbmicos, as narinas possuem o maior indice de
colonizacdo, cuja prevaléncia é de cerca de 40% na populacdo adulta, podendo ser
ainda maior dentro de hospitais (CARVALHO et al., 2005).

Ao contrario de muitas bactérias, cuja viruléncia depende principalmente da
producdo de um uUnico ou limitado numero de fatores de viruléncia aos quais 0s
sintomas clinicos observados podem ser diretamente atribuidos, os estafilococos
secretam um amplo espectro de diversas proteinas extracelulares, que tornam a
bactéria virulenta, promovendo desde infeccbes de pele como a Sindrome da Pele
Escaldada Estafilocécica (SPEE), até pneumonias e septicemias. (ALVES et al., 2009).
Sendo assim, algumas das doencas provocadas por S. aureus sdo causadas pela
producédo de toxinas, como a SPEE, enquanto outras doencgas resultam da proliferacao
dos microrganismos, levando a formagdo de abscessos e a destruicdo dos tecidos
como infeccdo cutanea, endocardite, pneumonia, empiema, osteomielite e artrite
séptica (MURRAY, 2009).

A SPEE é o termo usado para designar varias doencgas de pele caracteristicas
pela formacdo de bolhas no tecido epidérmico, que sédo causadas pela agéo local de
Toxinas Esfoliativas (ETs) do S. aureus, também conhecidas como toxinas

“‘epidermoliticas” (BUKOWSKI et al., 2010). Os primeiros sintomas da SPEE incluem
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febre, mal-estar, letargia e diminuicdo do apetite, que sdo seguidos por erupcéo
eritematosa e bolhas grandes, frageis e cheias de liquido. As bolhas estouram com
acao mecanica, deixando as partes afetadas do corpo sem uma camada protetora de
epiderme (LADHANI et al., 1999). A SPEE afeta grande parte do corpo com lesdes
geralmente estéreis e que, em sua forma localizada, é conhecida como impetigo
bolhoso, ambas as condi¢cdes compartiham a mesma origem e diferem apenas na
extensdo dos danos a pele. (BUKOWSKI et al.,, 2010). A SPEE é predominante em
neonatos e bebés, mas adultos com sistema imunolégico e funcdo renal
comprometidos também sao suscetiveis (BUKOWSKI et al., 2010). Notavelmente,
casos de adultos saudaveis que desenvolvem a SPEE também tém sido relatados. A
mortalidade infantil é relativamente baixa, ~ 5%, mas € expressivamente maior em
adultos, chegando a 59%, de acordo com alguns estudos. A maior mortalidade em
adultos é explicada pelo fato de a SPEE ocorrer predominantemente com doenca
subjacente grave (BUKOWSKI et al., 2010).

O diagnéstico pode distinguir a SPEE de outras doencas de pele, como necrolise
epidérmica toxica, epidermélise bolhosa, eritema multiforme bolhoso ou listeriose e
gueimaduras térmicas ou quimicas, todas as quais podem se manifestar com sintomas
semelhantes (LADHANI et al.,, 1999). Os métodos mais simples e adequados de
diagnéstico de rotina sdo PCR para genes que codificam toxinas ou analise de DNA
polimorfico amplificado aleatoriamente (SAKURAI et al., 1995; JOHNSON et al., 1991).
O tratamento comum consiste na administracdo de antibidticos intravenosos (CRIBIER
et al., 1994). No entanto, cepas resistentes podem se tornar um problema no futuro
(YAMAGUCHI et al., 2002). Problemas com o tratamento da SPEE associado a cepas
resistentes a meticilina ja foram relatados no Japdo (NOGUCHI et al., 2006). Além do
tratamento com antibidticos, também séo recomendados manter a temperatura corporal
e proteger a pele desnuda para prevenir infeccdes secundarias e perda de liquidos
(LADHANI et al., 1999).
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1.2 Toxinas esfoliativas do género Staphylococcus

As caracteristicas da SPEE foram descritas pela primeira vez pelo Barédo Gottfried
Ritter Von Rittershain em 1878 (VON RITTERSHAIN, 1878). No entanto, foi somente
em 1967 que a relagdo entre a esfoliagdo da pele e o S. aureus foi determinada por
Lyell (LYELL, 1967). Este atraso significativo foi causado pelo fato de o fluido da bolha
e as regibes esfoliadas estarem frequentemente livres de estafilococos cultivaveis,
porque a toxina € distribuida a partir de locais distantes de infec¢ao através da corrente
sanguinea. A existéncia de uma toxina hipotética foi sugerida por Lyell e confirmada
por Melish et al. em 1972, que demonstrou a inducdo de bolhas com filtrados estéreis
de culturas bacterianas (MELISH et al., 1972). Até o momento, dois sorotipos de ETs
de natureza proteica, denominadas ETA (UniProtKB: P09331) e ETB (UniProtKB:
P09332), foram associados ao aparecimento da SPEE e do impetigo bolhoso em
humanos. Os genes que codificam essas toxinas foram encontrados em cerca de 2 a
5% das cepas de S. aureus (LADHANI, 2003). Na Europa, EUA e Africa, a ETA é
predominante e é expressa por mais de 80% das cepas produtoras dessas toxinas
(AZEVEDO; ARBUTHNOTT, 1981; ADESIYUN et al.,, 1991). Tanto a ETA quanto a
ETB podem induzir a esfoliacdo da pele em humanos e camundongos, mesmo na
auséncia do patégeno, no entanto, somente no Japao as cepas produtoras de ETB sao
mais prevalentes do que aquelas que expressam ETA (BUKOWSKI et al., 2010). Tais
toxinas clivam as caderinas desmossémicas, especificamente a desmogleina 1 (Dsgl)
das camadas superficiais da pele (BUKOWSKI et al., 2010). Basicamente a clivagem
causa uma dissociacdo de queratindcitos implicando na manifestacao clinica SPEE.
(BUKOWSKI et al.,, 2010). Por outro lado, duas outras ETs de S. aureus, a ETC
(UniProtkB: Q9KWGY9) e a ETE (anteriormente denominada ETD-like, UniProtKB:
LORUV7), foram descobertas em isolados de fleimdo de cavalo e mastite de ovelha,
respectivamente, e foram capazes de causar danos a pele em modelos animais
(MARIUTTI et al., 2017). J& as cepas produtoras de ETD sé&o principalmente isoladas
de furinculos e abscessos cutaneos (YAMAGUCHI et al., 2002). Finalmente, é
importante notar que, apesar de a SPEE ser tratada com sucesso na maioria dos casos
com antibidticos existentes, cepas de S. aureus resistentes a antibidticos e
codificadoras de ETs ja foram isoladas de pacientes doentes (HISATSUNE et al.,
2013).

Além das ETs de S. aureus, essas toxinas foram descritas em outras espécies do
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género Staphylococcus, como S. hyicus ExhA, ExhB, ExhC e ExhD), S. chromogenes
(ExhB e SCET), S. sciuri (ExhC), S. pseudintermedius (ExpA ou EXI e ExpB) e S.
intermedius (SIET), cada um com suas peculiaridades no nivel de gravidade para o
hospedeiro e localizacdo génica (MARIUTTI et al., 2017).

Entretanto, as quatro isoformas de toxinas esfoliativas produzidas por S. aureus
(ETA, ETB, ETD e ETE) apresentam as sequéncias de residuos de aminoé&cidos tipicas
de uma serino-proteinases da familia das quimotripsinas (NISHIFUJI et al., 2008).
Porém, apesar das sequéncias primarias das ETs mostrarem alta homologia entre si e
com as proteinas pertencentes a familia das serino-proteinases do tipo quimotripsina
(SPTQs), ainda néo sao totalmente conhecidos os determinantes estruturais envolvidos
na alta especificidade pelo substrato (Dsg-1) mostrado por essas toxinas,
diferentemente a maioria das SPTQs, que sdo enzimas generalistas (BUKOWSKI et
al., 2010). Outra caracteristica interessante, € que os inibidores classicos de SPTQs ja
testados em ETs n&o inibem a atividade dessas enzimas (BUKOWSKI et al., 2010).

A homologia entre as ETs e as SPTQs é reforcada pelas estruturas cristalinas
das ETA (PDB IDs: 1EXF, 1AGJ, 1DUE e 1DUA) ETB (PDB IDs: 1DT2 e 1QTF) e ETE
(PDB IDs: 5C2Z e 8DAX). Essas estruturas revelaram também a grande (similaridade
dessas ETs com as glutamil-endopeptidases (GEPases) e confirmaram a presenca da
triade catalitica Asp-His-Ser caracteristica, como demonstrado na figura 1 (BUKOWSKI
et al., 2010).
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Figura 1. Em (A) representacdo em fita da estrutura cristalina da V8 protease, uma GEPase
convencional (PDB: 208L) a esquerda, e da ETA a direita (PDB: 1EXF). Os residuos da triade catalitica
Asp, His e Ser séo representados em um modelo em bastdo em vermelho, azul e amarelo,
respectivamente. Exceto por uma hélice adicional caracteristica das toxinas esfoliativas e pela
conformacéo de algumas algas superficiais, o enovelamento geral de ambas as enzimas séo
semelhantes. (B) A sobreposicdo dos residuos da triade catalitica da GEPase e dos residuos
correspondentes da ETA, mostrados em vermelho e azul claro, respectivamente, demonstra que esta
importante parte da maquinaria catalitica estd bem desenvolvida na estrutura da toxina. Por outro lado, o
buraco oxianion nao é pré-formado na estrutura da ETA, como demonstrado pelas diferentes orientagGes
do oxigénio carbonilico da ligacdo peptidica Pro192-Gly193 na ETA e a ligacdo peptidica G166-G167
correspondente na glutamilendopeptidase (circulo tracejado).
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Fonte: BUKOWSKI et al., 2010.
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As estruturas cristalinas disponiveis das ETs também mostraram que seus
bolsbes S1 (Figura 2), que sdo os principais determinantes da especificidade pelo
substrato, contém dois elementos presentes em todas as GEPases conhecidas e que
desempenham um papel central na acomodacédo do Glu na posi¢cdo P1 do substrato:
um residuo de His na posicdo 213 e Thr/Ser (Thr no caso das ETs) na posicédo 190. Por
outro lado, as ETs de S. aureus possuem um residuo de Lys caracteristico na posicéo
216 em vez do residuo Ser encontrado em muitas GEPases. De fato, esse residuo de
Lys € conservado em todas as ETs conhecidas, exceto na ExhA de S. hyicus, que
apresenta um Arg na posi¢cao equivalente. Além disso, foi proposto que o grupo amina
carregado positivamente (-NH3") de Lys216 ajuda a estabilizar o grupo carboxila de
Glu-P1, um papel desempenhado pelo -NH3" do residuo N-terminal em outras
GEPases (DEMIDYUK et al.,, 2017). Uma analise mutacional prévia confirmou a
importancia de Lys216 na atividade da ETA, ja que a substituicdo por Ala incapacitou a
enzima de hidrolisar o substrato sintético BocL-Glu-|OPh, que de fato promoveria a
atividade esterase das ETs como ja relatado previamente (RAGO et al., 2000). Todas
essas descobertas sugerem que Lys216 € um elemento estrutural chave para a
especificidade para Glu em posi¢cao P1 (Glu-P1) e, dada a longa cadeia lateral da Lys,
ela também pode impedir a ligacdo as ETs dos inibidores classicos das SPTQs. No
entanto, alguns autores tém argumentado, com base em consideragdes estruturais e
funcionais envolvendo varias GEPases, que ndo ha evidéncia direta sobre o papel de
Lys216 na especificidade para Glu-P1, e que este residuo pode apenas atuar como um

compensador da carga negativa do Glu e afetar a catalise (DEMIDYUK et al., 2017).
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Figura 2. Estruturas cristalinas das ETs. A) Representacdes da cadeia principal e principais residuos
envolvidos no processo de catdlise da ETA (PDB: 1EXF), ETB (PDBs: 1DT2, varetas magentas e 1QTF,
varetas ciano) e a ETE (PDBs: 5C2Z, varetas ciano e 8DAX, varetas magentas). As principais
caracteristicas estruturais dessas proteinas sdo mostradas: a triade catalitica Aspl102-His75-Ser195,
uma a-hélice N-terminal, a presenca no bolsdo S1 dos residuos Thr190, His213 e Lys216, que séo
cruciais para a especificidade para Glu-P1, conformagfes de P/V192(0O) atipicas e a algca D, que
acredita-se controlar a orientacdo de Prol192(0O) na ETA. B) Representacdes em varetas das
conformacdes de P/V192 (O) alternativas observadas nas estruturas cristalinas disponiveis da ETA, ETB
e ETE. Em todos os casos, as linhas tracejadas laranjas representam ligacdes de hidrogénio (ligacdes
H). Os residuos sdo marcados de acordo com o sistema de numeragdo da quimotripsina. Nota-se a
presenca de uma molécula de agua, marcada com a letra w, que forma uma ponte de agua (esfera
vermelha) entre Gly193(N) e Y143(N) na estrutura cristalina da ETE (PDB: 5C2Z) e que ocupa uma
posicado equivalente a de Pro192(0O) na conformacao invertida.

AlgaD
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W Alga
Fita p i

Estrutura com cavidade
oxianionica inativa
B Estrutura com cavidade
oxianionica inativa
a-hélice N-terminal

a-hélice N-terminal a-hélice N-terminal

$195 F143 $195

G193 $195

B> X

P192 V192

Fonte: GISMENE et al., 2022

As ETs de S. aureus exibem algumas outras caracteristicas estruturais, que as
diferenciam das serino-proteinases tipicas da familia das SPTQs. Na ETA, ETB e ETD
ha extensdes alfa-hélices nas porcbes N e C terminais, sendo a alfa-hélice N-terminal
anfipatica e altamente carregada (MARIUTTI et al., 2015), uma das caracteristicas
estruturais mais notaveis dessas toxinas. As alcas sdo altamente flexiveis, o que torna
essas zonas susceptiveis a alteracbes conformacionais e de possivel influéncia na
ligacdo ao substrato (MARIUTTI et al., 2015). Destacam-se também os residuos de
aminoacidos envolvidos na formacdo da cavidade oxianidnica, que consiste num
bolsdo crucial para estabilizar a carga negativa formada em um intermediario
tetraédrico durante a catalise (Figs. 2A e 2B) (DEMIDYUK, et al., 2017). Entretanto, os

resultados de experimentos cristalograficos sugeriram que as ETs sao
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proteoliticamente inativas ou que deve existir algum tipo de mecanismo de ativacao.
Especulou-se imediatamente que a remocéo da extensdo N-terminal atipica encontrada
exclusivamente em ETs, e ndo em outras SPQT, era a responsavel. Embora varios
estudos tenham sugerido a ativacdo proteolitica das ETs, ainda carecem de
informacgdes conclusivas (BUKOWSKI et al., 2010). No geral, até ao inicio do século
XXI, ndo estava disponivel nenhuma evidéncia direta da atividade proteolitica dos ETs
e especialmente da sua associagcdo com a esfoliagdo da pele, embora varios fatos
favorecessem esta hipotese.

Entretanto, foi observado que, na ETA, a ligacdo peptidica Pro192-Gly193 se
encontra invertida 180° em relacao ao valor tipico encontrado em outras SPTQs (VATH
et al., 1997). Devido a esta conformacdo incomum, o oxigénio carbonilico de Pro192
aponta diretamente para o grupo -OH de Serl195 e forma uma ligacdo H com ele (Fig.
2B), dificultando assim o acesso de substratos a cavidade oxianidnica (VATH et al.,
1997). Portanto, a ativacdo catalitica da ETA requer que Prol92(O) adote a
conformacgdo padrdo, um processo com uma barreira energética associada de ~3
kcal/mol, de acordo com calculos de energia livre realizados para peptideos contendo
residuos de prolina e glicina (CAVARELLI et al., 1997). Com base em andlises
estruturais, Vath e colaboradores hipotetizaram que a inversdo de Prol192(0O) para a
orientacdo correta poderia ser promovida por um ativador cuja identidade ainda era
desconhecida naquele momento e que desencadearia uma mudanca conformacional
na alca D (alca 143-153, Fig. 2A) ao interagir com a a-hélice do outro extremo (VATH et
al., 1997). A importancia dessa a-hélice para a atividade esterolitica e funcional da ETA
foi posteriormente confirmada por meio de ensaios in vitro e in vivo envolvendo
variantes mutadas da toxina desprovidas de até os primeiros 20 residuos N-terminais
(CAVARELLI et al., 1997). Por outro lado, € importante notar que, além da
conformacado incomum da cavidade oxianibnica, algumas estruturas cristalinas da ETB
apresentam a orientacao tipica de V192(0) (Fig. 2B) (BUKOWSKI et al., 2010). Da
mesma forma, uma estrutura cristalina recente da ETE (PDB: 8DAX) (GISMENE et al.,
2022) contém uma copia da proteina com conformagfes opostas de Pro192(0) (Fig.
2B). Esses resultados sugerem a ocorréncia de um equilibrio dindmico entre as duas
conformacdes que, pelo menos para a ETB e a ETE, parece ser de alguma forma
influenciado pelas condi¢es de cristalizacao.

Outra toxina esfoliativa de interesse € a ExhC, expressa em certas cepas

virulentas de S. hyicus e S. sciuri, e responsavel pelas lesdes cutaneas associadas a
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epidermite exsudativa (EE) em suinos. Além disso, descobriu-se que ExhC induz
necrose em multiplas linhagens celulares de mamiferos, o que sugere que esta toxina
pode desempenhar papéis adicionais durante infec¢cdes por Staphylococcus, além da
esfoliacdo da pele (LI et al., 2011). Curiosamente, ExhC € o unico ET que é conhecido
por induzir necrose celular. No entanto, o papel de sua atividade necrética in vivo
permanece indefinido. Li et al. relataram que ExhC € um dimero em solu¢cdo com base
em cromatografia de exclusado de tamanho e eletroforese PAGE nativa (LI et al., 2011).

Somando-se a incerteza geral relativa ao mecanismo da atividade das ETSs, foi
desenvolvida outra teoria relativa ao modo de acdo da toxina, simultaneamente com
esforcos para demonstrar a sua atividade proteolitica. Com base em informacdes sobre
outras toxinas estafilococicas, foi proposto que as ETs funcionam como
superantigenos, proteinas que induzem a proliferacdo policlonal atipica de células T.
De forma classica, os antigenos processados pelas células apresentadoras de
antigenos sdo expostos como peptideos ligados a moléculas MHC-II e induzem
seletivamente a proliferacéo de células T, que reconhecem especificamente o antigeno
apresentado através do receptor de células T (TCR). Os superantigenos interagem
diretamente com regides invariantes do MHC-Il e do TCR, induzindo a proliferacédo
independente do antigeno de grandes populacdes de células T, resultando na
desregulacéo da resposta imune (VAISHNANI, 2009). Os resultados iniciais relativos a
suposta atividade superantigena dos ETs foram confusos e contraditérios. Os primeiros
trabalhos de Morlock et al. e Choi et al. demonstraram a atividade mitogénica do ETA
purificado a partir de sobrenadantes de culturas estafilococicas. Foi testada a atividade
em preparacdes de esplendcitos murinos, demonstrando que a ETA interage
principalmente com células T e que sua mitogenicidade € semelhante a da enterotoxina
A (MORLOCK at al, 1980). No outro estudo, ficou demonstrada a expressao elevada de
uma variante especifica do gene que codifica a cadeia B do TCR em células T
humanas e murinas apos sua interacdo com ETA (CHOI et al., 1989). Logo depois,
outros pesquisadores sugeriram que os resultados obtidos pelos grupos de Morlock e
Choi eram efeitos da contaminacdo da amostra com vestigios de enterotoxinas,
demonstrando que a ETA recombinante isolado de cepas de S. aureus livres de
superantigenos ou cepas de E. coli ndo tinha nenhuma atividade mitogénica quando
avaliada em células mononucleares do sangue periférico humano e esplendcitos
murinos. Os mesmos autores também demonstraram que a superantigenicidade de

preparacdes comerciais das ETs poderia ser neutralizada com anticorpos direcionados
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contra enterotoxinas A e B (FLEISCHER, 1992).

No entanto, relatorios posteriores indicaram que as ETs sdo verdadeiramente
superantigénicos e que a sua atividade mitogénica é independente da sua atividade
proteolitica. Neste sentido, foi demonstrado que tanto a toxina mutante de tipo wt
guanto uma toxina proteoliticamente inativa purificada de cepas de S. aureus livres de
superantigenos induziram a incorporacéo de timidina em linfécitos T humanos (VATH
et al., 1997). Também, foram produzidos mutantes com atividade mitogénica modulada
em outro estudo. Como exemplo mais marcante, a mutacdo Aspl46Gly na alca D do
ETA aboliu totalmente sua atividade mitogénica (RAGO et al., 2000). A atividade
superantigena de ETA e ETB altamente purificados também foi confirmada por Monday
et al, que mostraram a expressao estimulada de genes especificos da cadeia  do TCR
em células T humanas e esplendcitos de camundongos apos tratamento com toxinas
(MONDAY et al., 1999). Os mesmos autores apontaram que o ETB tinha atividade
pirogénica significativamente maior do que o ETA em um modelo de coelho, onde a
esfoliacdo ndo foi induzida e, portanto, os outros efeitos dos ETs poderiam ser
facilmente distinguidos. No entanto, ambas as toxinas mostraram efeitos mais suaves
do que o superantigeno classico TSST-1 (MONDAY et al, 1999). Outros
pesquisadores também confirmaram o efeito mitogénico significativamente menor dos
ETs em comparacdo com os de outros superantigenos (NISHIFUJI et al., 2008). No
geral, parece que se as ETs forem verdadeiramente superantigénios (o que permanece
controverso com base em evidéncias contraditorias), as suas propriedades mitogénicas
seriam claramente mais fracas do que as de outras toxinas superantigénicas
estafilocécicas. Como as lesdes SPEE ndo mostram evidéncia de recrutamento de
células T (LADHANI et al., 1999), a suposta superantigenicidade das ETs

provavelmente ndo esta envolvida na patogénese do SPEE.

1.3 Alvo das toxinas esfoliativas na adeséao celular da pele

A epiderme, que corresponde a camada mais superficial da pele, € um tecido
epitelial multiestratificado com células justapostas, as quais funcionam como uma
barreira de protecéo contra a invasdo de micro-organismos (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2018). A manutencdo da estrutura tecidual por meio da adesdo celula-célula é
realizada por proteinas denominadas de desmogleinas (Dsgs) e desmocolinas (Dscs)
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2018). As desmogleinas cruciais para a integridade da
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epiderme (STANLEY; AMAGAI, 2006) possuem 4 isoformas (Dsgl a Dsg4) descritas e
apenas a Dsgl, proteina transmembrana formada por cinco ectodominios (ECs)
(Figura 3) (AOKI et al., 2005), & seletivamente reconhecida e hidrolisada pelas ETs,
enquanto Dsg3 nédo é clivada (AMAGAI et al. 2000). Como Dsgl é expressa em todos
0s estratos da epiderme e a Dsg3 € expressa apenas nos estratos espinhoso e basal
(GETSIOS et al.,, 2004), nas camadas mais profundas da epiderme, a clivagem de
Dsgl por ETs é compensada pela presenca de Dsg3, ou seja, a esfoliacdo ocorre
apenas no estrato granuloso, onde Dsg3 ndo estad presente (Figura 3), também
indicando que a distribuicdo diferencial das isoformas de desmogleina (Dsgl e Dsg3)
na epiderme € induzida por acdo das toxinas esfoliativas no estrato granuloso.
(BUKOWSKI et al., 2010). Em todos os estratos, exceto o estrato granuloso, a hidrélise
mediada por toxina esfolitiva da desmogleina 1 (Dsgl) € compensada pela
desmogleina 3 (Dsg3). Dsg3 esta ausente no estrato granuloso, o que explica o
desprendimento celular e a divisdo das camadas epidérmicas apos a hidrolise de Dsgl.

Figura 3 Representagdo esquematica da distribuicdo de desmogleina em (A) pele saudavel e (B) pele
exposta as ETs..

A. B.
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Fonte: BUKOWSKI et al., 2010.

A clivagem das Dsgs-1 pelas ETs promove desprendimento celular,

caracteristico de manifestacdes clinicas epidermoliticas, facilitando a propagacao de
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infeccbes microbianas (AMAGAI et al.,, 2002). Embora exista alta homologia
estrutural entre as Dsgsl de diferentes mamiferos, had também uma alta
especificidade das ETs no reconhecimento e clivagem dos seus substratos
(BUKOWSKI et al, 2010; MARIUTTI et al, 2017), o que ainda é pouco estudado e
compreendido. Experimentalmente foi verificado que a ETA de S. aureus reconhece
especificamente cinco residuos de aminoacidos anteriores ao sitio de clivagem das
Dsgsl humana, murina e canina (Figura 4), e esses residuos seriam cruciais para o
acoplamento da enzima ao seu substrato. Entretanto, a hidrélise enzimatica entre os
residuos Glu381 e G382 ocorre apenas nas Dsgsl humana e murina, que possuem

quatro residuos de aminoacidos idénticos (HANAKAWA et al., 2004).

Figura 4. Sobreposi¢do dos modelos estruturais indicando os 5 ectodominios (ECs) de Dsgl humana
(laranja; hDsgl), Dsgl canina (verde; cDsgl) e Dsgl murina (azul, mDsgl). As esferas cinzas
representam ions de célcio e o &cido glutamico (Glu381) do sitio de clivagem € indicado por uma seta
preta. As sequéncias de aminoéacidos da Dsgl humana, murina e canina, 110 residuos a montante do
sitio de clivagem, estdo destacadas. A letra x indica residuos de aminoacidos das Dsgsl
considerados nao cruciais para o reconhecimento e clivagem das Dsgs1 pela ETA.

hDsgl: Q271-x-x-Y274-T275-1276- E277
mDsgl: Q271-x-x-Y274-D275-1276 -T277
cDsgl: P271-x-x-H274-M275-V276-R277

Fonte: MARIUTTI et al., 2017.
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As propriedades mencionadas anteriormente foram criticas para avaliar a
influéncia das regides distais da Dsg-1 na clivagem proteolitica. Hanakawa e
colaboradores demonstraram que a atividade da ETA independe de os dominios EC4 e
EC5 serem intactos ou ndo. Além disso, 0s autores mostraram que a substituicdo de
cinco residuos do dominio EC3 da Dsg-1 canina, localizados 110 residuos antes do
local de clivagem em direcdo ao extremo amino, por aqueles em posi¢des equivalentes
da hDsg-1 foi suficiente para promover a hidrolise (HANAKAWA et al., 2004). Portanto,
€ provavel que a regido que contém esses residuos atue como um local de
reconhecimento critico, permitindo o posicionamento correto e/ou a ativagdo da ETA.
Dancer e colaboradores relataram em 1990 que a pré-incubacdo da ETA com
fenilmetilsulfonil fluoreto e diisopropilfluorofosfato, inibidores de largo espectro das
SPTQs, ndo preveniu a esfoliacdo epidérmica em camundongos apdés administracao
subcutanea. No entanto, o aparecimento dos primeiros sinais de epidermdlise apés a
inoculacdo da ETA foi atrasado na presenca desses inibidores (DANCER et al., 1990).
Como a enzima € ativada in situ apds sua interacdo com a mDsg-1, ha possibilidade
de que os inibidores acessem a cavidade oxianidnica formada previamente, sendo
assim, pode ser interpretados como dados que apoiam a necessidade da ativacdo
fato, como a enzima € ativada in situ ap0s sua interacdo com a mDsg-1, ha uma
possibilidade, ainda que pequena, de que o0s inibidores acessem a cavidade
oxianibnica corretamente formada (DANCER et al., 1990). Isso, por sua vez, sugere
gue misturas de inibidores e ativadores podem reduzir a atividade proteolitica de ETs
de forma mais eficiente (DANCER et al., 1990). Portanto, a compreensao aprofundada
do mecanismo de ativacao das ETs é necessaria para planejar moléculas capazes de
promover a inversdo da orientacdo de P/V192(0O) antes da ligacdo do inibidor
(DANCER et al., 1990). Entretanto, as bases moleculares para a alta especificidade
das ETs permanecem incompreendidas, dada ndo so a falta de informacdes estruturais
sobre a interacdo dessas enzimas com os ligantes do sitio ativo, mas também, e

principalmente, com seu substrato natural, a Dsg1l.

1.4 Potenciais inibidores da atividade esfoliativa das toxinas

A combinacdo de técnicas computacionais com experimentos cuidadosamente

planejados podem auxiliar na compreensdo mais detalhada da regulagdo complexa
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ETs em escala molecular, elucidando possiveis caminhos no desenho de inibidores da
atividade esfoliativa. Em estudos recentes, ficou demonstrado que o peptideo horménio
estimulante de beta-melandcitos (beta-MSH) € clivado por ETA e que tanto ETA quanto
ETB sao capazes de clivar alfa-MSH. Ambas as toxinas exibem clivagem em residuos
especificos de acido glutamico em peptideos MSH (RAGO et al., 2000).

Inspirado nesse estudo, foram testados no nosso grupo dois peptideos, alpha-MSH e
alpha-MSH com o glutamico invertido (L->D), o intuito de inverter a configuragdo do
Glu-P1 foi tornar o peptideo resistente a hidrolise e portanto um inibidor. Além disso,
outra familia de potenciais inibidores, agora de natureza organica, também foram
testados previamente in silico e, 0s mais promissores, foram sintetizados e adquiridos
para os testes inibicdo da atividade enziméatica.

Ainda, o presente trabalho também trouxe resultados de possiveis ligantes
peptidicos, selecionados in vitro por afinidade ao alvo (as toxinas esfoliativas), através
de uma técnica de exibicdo de fagos, do inglés "Phage Display”, que consiste na
selecao de peptideos a partir de uma biblioteca de fagos (New England Biolabs Inc.)
gue apresentam na parte externa do fago uma sequéncia de 7 aminoacidos aleatérios,
enquanto o material genético que codifica cada variante reside no interior (CLACKSON,;
LOWMAN, 2004). Desse modo, cria-se uma ligacdo fisica entre cada peptideo e a
variante sequéncia de DNA que a codifica. Sendo assim, através de um processo de
selecao in vitro chamado panning (CLACKSON; LOWMAN, 2004), é possivel realizar o
particionamento rapido com base na afinidade de ligacdo as ETs de Staphylococcus
aureus. Em resumo, € possivel que os ligantes peptidicos sejam selecionados por
afinidade aos alvos e posteriormente identificados, fornecendo assim informacao para o
desenho de peptideos mais eficientes na interacéo e ou inibicao do potencial esfoliativo
dessas toxinas.

Na literatura, ja ficou demonstrado por experimentos utilizando produtos da New
England Biolabs, que a identificacdo de sequéncias peptidicas contra uma variedade
de proteinas, incluindo enzimas, receptores de superficie celular e anticorpos
monoclonais, pode ser executada utilizando as diversas bibliotecas de fagos
disponiveis. O sistema tem sido usado para inumeras aplicagdes, incluindo
mapeamento de epitopos (PETERS et al., 1994; ROWLEY et al., 2000), peptideos
antimicrobianos/virais (DIELTJENS et al.,, 2010), peptideos especificos de material
(SAWADA et al., 2009), aglutinantes de moléculas pequenas (SCHWEMMER et al.,
2012; ZHAO, 2005) e novos substratos enzimaticos (SUGIMURA et al., 2006). As
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bibliotecas de fagos tém sido amplamente utilizadas para a descoberta de peptideos
bioativos por meio de abordagens de selecéo in vitro e in vivo (KELLY et al., 2008).
Todavia, a prospeccdo de possiveis moléculas inibidoras do potencial esfoliativo das
ETs, seja por meio da técnica Phage Display ou por Dinamica Molecular (MD), pode
direcionar estratégias para mitigar os efeitos epidermioliticos das toxinas esfoliativas de

Staphylococcus aureus.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados alcancados, podemos concluir que o processo de
transformacao, expressao e purificacdo das proteinas ETA, ETE e ExhC wt fora um
sucesso. E, as técnicas empregadas nos testes in silico e in vitro de potenciais
inibidores das ETs, foram promissoras. Agora, os dados servirdo de base para futuros
estudos in vivo. Enquanto que, a bioprospeccdo de possiveis peptideos de alta
afinidade ao alvo (ETA) através da técnica “Phage Display”, também, promoveram
sequéncias peptidicas de alta afinidade ao alvo. Desse modo, o estudo in silico de
peptideos potencialmente inibidores da acdo esfoliativa, se configurou como uma base
norteadora embasada em dados empiricos. Assim, acredita-se que com esse respaldo,
as decisfes de quais serdo 0s proximos peptideos a serem comprados e testados in
vivo, nos préximos estudos, terdo chances de serem assertivas enquanto a interacéo
com as ETs.

Com respaldo da literatura, a cristalizacdo da proteina ETA wt foi bem sucedida.
Agora, buscamos a co-cristalizagdo das ETs com os ligantes, tanto os carbdnicos como
0s peptidicos (0 que seria um resultado inédito na literatura). Desse modo, novos
protocolos de cristalizacdo estdo sendo realizados para encontrar a condicao ideal de
co-cristalizacdo dessas proteinas com tais ligantes promissores. Resultados positivos
na determinacdo de sua estrutura cristalografica associada a um ligante podem
proporcionar informacdes acerca do mecanismo fino de acomodacdo dos peptideos
nos sitios ativos das toxinas e/ou sitios secundarios moduladores, e assim,
possibilitando a extracdo de informagdes valiosas para a descoberta de novos
inibidores, bem como, a elucidacdo dos mecanismos moleculares da acao esfoliativa,

gue ainda carecem de dados conclusivos.
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