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RESUMO

O aumento da resisténcia aos antibidticos por microrganismos tem crescido
vertiginosamente e especialistas tém alertado quanto a répida ineficacia dos medicamentos
frente a linhagens de bactérias super-resistentes. A resisténcia de bactérias aos antibioticos
pode estar diretamente relacionada ao estresse oxidativo, pois antibioticos distintos possuem
a capacidade convergente de produzir espécies reativas de oxigénio, que causam danos as
macromoléculas, em especial ao DNA, acentuando as taxas de mutacdo o que pode
contribuir para o aparecimento de linhagens super-resistentes. Espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio também sdo produzidas pelo sistema imunoldgico de hospedeiros para
combater patogenos e estudos indicam que a inibicdo da expressdo de enzimas
antioxidantes de patdgenos € capaz de gerar um aumento intracelular significativo dessas
especies, o que interfere de forma substancial na sua sobrevivéncia. Recentemente foi
demonstrado que um composto natural denominado adenantina (Adn) é capaz de inibir a
atividade peroxidésica de peroxirredoxinas (Prx) 2-Cys tipicas de humanos (PrxI e PrxIl),
resultando na mortalidade de células tumorais, mas apresentando baixa toxicidade para
células normais. As Prx 2-Cys sdo capazes de decompor hidroperoxidos utilizando um
residuo de cisteina (Cysp) e sua a alta reatividade sobre diferentes tipos de hidroperoxido €
alcancada por interagcbes com os residuos de Thr/Ser e Arg, absolutamente conservados
entre as Prx 2-Cys. Em conjunto, Cysp, Thr/Ser e Arg, recebem o nome de triade catalitica
(TC). As Prx 2-Cys tipicas também estdo presentes em bactérias e sdo denominadas de
AhpCs, sendo consideradas como uma das frentes de defesa oxidativas fundamentais para o
patdgeno. Em projeto anterior, avaliamos os efeitos da presenca do residuo de Thr ou Ser na
TC de duas Prx-2 Cys tipicas de levedura sobre a atividade inibitoria de Adn.
Demonstramos entdo que Adn possui maior afinidade por enzimas contendo Ser na TC e
que a presenca da Ser nesta posicdo existe essencialmente em procariotos, sobretudo em
bactérias. No presente estudo, dando continuidade a este trabalho, verificamos que AhpCs
contendo uma Ser na TC sdo mais resistentes a superoxidacdo e apresentariam ainda uma
atividade de holdase em situagfes de estresse térmico mais acentuada do que AhpCs
contendo uma Thr nessa posi¢cdo. Uma vez que 0 estresse oxidativo e térmico sdo barreiras
impostas & infeccdo por bactérias pelo organismo hospedeiro, a inibigdo desse sistema de
defesa poderia constituir uma estratégia de importancia no combate a esses patdgenos.
Nesse sentido, avaliamos a capacidade inibitoria de Adn sobre AhpCs e verificamos que
Adn apresenta maior afinidade por AhpC de Escherichia coli (EcCAhpC), independente da
presenca de Thr ou Ser na TC (EcAhpCY' e EcAhpC™*) do que para as isoformas de
humanos, apresentando um valor de 1Csq ~ 5 e 50 vezes inferior do que para PrxI e Prxll,
respectivamente. Adicionalmente, observamos que Adn também inibiu a atividade de Trx
de E. coli (EcTrx1) com maior eficiéncia que a Trx de humanos. Verificamos ainda que
Adn mostrou-se tdxica para bactérias Gram-positivas, apresentando valores de ICs, na faixa
de 110-140pM, e para Gram-negativa (E. coli) quando tratadas com polimixina B
nonapeptideo (PMBN). Uma vez que PMBN também apresenta atividade antibidtica, sua
utilizagdo em associagdo com Adn pode representar uma potencial nova terapia
antimicrobiana. Adicionalmente, realizamos uma triagem de compostos naturais oriundos
da biota floristica do Estado de Séo Paulo e identificamos uma molécula capaz de inibir a
atividade peroxidasica de ECAhpC com eficiéncia semelhante a Adn, além de inibir também
EcTrx1 com menor eficiéncia. Este composto representa o primeiro inibidor de Prx da
classe das lactonas sesquiterpénicas, alem de ser também o primeiro inibidor proveniente da
biodiversidade brasileira. Por fim caracterizamos uma nova tidl proteina de X. fastidiosa e
demonstramos que ela é capaz de proteger as células bacterianas contra o cianeto e o
estresse oxidativo gerado por H,0,. Coletivamente os resultados obtidos neste trabalho
contribuem para a descoberta de novas abordagens de combate a bactérias patogénicas.
PALAVRAS CHAVE: Peroxirredoxinas, antibioticos, inibidores, adenantina.
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ABSTRACT

The increase in resistance to antibiotics by microorganisms has grown dramatically and
experts have warned of the rapid ineffectiveness of drugs against super-resistant bactéria
strains. The bacterial resistance to antibiotics can be directly related to oxidative stress,
since different antibiotics have the convergent capacity to produce reactive oxygen species,
which cause damage to macromolecules, especially to DNA, increasing mutation rates,
which can contribute to appearance of super-resistant strains. Reactive oxygen and nitrogen
species are also produced by the host immune system to combat pathogens and studies
indicate that inhibition of the expression of pathogen antioxidant enzymes is able to
generate a significant intracellular increase in these species, which significantly interferes in
their survival. It has recently been demonstrated that a natural compound named adenantin
(Adn) is able to inhibit the peroxidase activity of typical 2-Cys peroxyredoxins (Prx) from
humans (Prxl and PrxIl), resulting in the mortality of tumor cells, but presenting low
toxicity to normal cells . 2-Cys Prx are capable of decomposing hydroperoxides using a
cysteine residue (Cysp) and their high reactivity over different types of hydroperoxide is
achieved by interactions with Thr/Ser and Arg residues, absolutely conserved between 2-
Cys Prx. Together, Cysp, Thr / Ser and Arg, are called catalytic triad (CT). Typical 2-Cys
Prx are also present in bacteria and are named AhpC, being considered one of the
fundamental oxidative defense fronts for the pathogen. In a previous project, we have
evaluated the effects of the presence of the Thr or Ser residue on the TC of two yeast typical
2-Cys Prx on the inhibitory activity of Adn. We then demonstrated that Adn has higher
affinity for enzymes containing Ser on TC and that the presence of Ser in this position
exists essentially in prokaryotes, especially in bacteria. In the present study, continuing this
work, we have found that AhpCs containing a Ser on TC are more resistant to overoxidation
and would have higher holdase activity during thermal stress than AhpCs containing a Thr
in that position. Since oxidative and thermal stress are barriers imposed to bacteria infection
by the host organism, the inhibition of this defense system could be an important strategy in
the fight against these pathogens. So, we have evaluated the inhibitory capacity of Adn over
AhpCs and found that Adn has a higher affinity for AhpC of Escherichia coli (EcCAhpC),
regardless of the presence of Thr or Ser on TC (EcAhpC"" and EcAhpC™*), than for
human isoforms, presenting an 1Csy value = 5 and 50 times lower than for PrxI and Prxll,
respectively. Additionally, we observed that Adn also inhibited E. coli Trx activity
(EcTrx1) with higher efficiency than human Trx. We also found that Adn was toxic to
Gram-positive bacteria, with 1Csy values in the range of 110-140uM, and to Gram-negative
(E. coli) when treated with polymyxin B nonapeptide (PMBN). Since PMBN also has
antibiotic activity, its use in association with Adn may represent a potential new
antimicrobial therapy. Additionally, we carry out a screening of natural compounds from
the floristic biota of the State of S&o Paulo and identified a molecule capable of inhibiting
the peroxidase activity of ECAhpC with similar efficiency to Adn, besides inhibiting EcTrx1
with less efficiency. This compound represents the first Prx inhibitor in the sesquiterpene
lactone class, in addition to being the first inhibitor derived from Brazilian biodiversity.
Finally, we have characterized a new thiol protein from Xylella fastidiosa and demonstrated
that it is able to protect bacterial cells against cyanide and oxidative stress generated by
H,0,. Collectively, the results obtained in this work contribute to the discovery of new
approaches to combat pathogenic bacteria

KEYWORDS: Peroxiredoxins, antibiotics, inhibitors, adenanthin.
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1. INTRODUCAO
1.1 Bactérias resistentes a multiplos antibidticos

Os antibioticos revolucionaram a medicina humana e veterinaria e séo
considerados um dos maiores avanco da medicina do século XX. O periodo que
compreende os anos 1950 e 1970 foi o auge das descobertas de novas classes de
antibioticos (Aminov, 2010; Strebhardt e Ullrich, 2008). Entretanto, apds este periodo,
0 nimero de novos antibi6ticos se tornou muito escasso e a principal abordagem para o
desenvolvimento de novos medicamentos para combater a resisténcia emergente e re-
emergente de patdgenos a antibidticos tem sido, em sua grande maioria, baseada na
modificacdo dos antibidticos existentes, inclusive por razes econémicas (Chopra et al.,
2002; Docquier & Mangani, 2018; Fernandes et al., 2017; Mendes, et al. 2014). Este
decréscimo no desenvolvimento de novos farmacos ocorre devido a obstaculos
econdbmicos e regulatorios bem como fusGes empresariais que reduziram
substancialmente o nimero de pesquisas. Das 18 maiores empresas farmacéuticas, 15
abandonaram a producéo de antibidticos (Bartlett et al., 2013; Piddock, 2012).

Por outro lado, as taxas de mortalidade relacionadas as infec¢fes bacterianas
resistentes a maltiplas drogas (Multi Drug Resistance - MDR) tém se tornado cada vez
mais elevadas, 0 que constitui um grave problema de saude em todo o mundo e a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) alerta para 0s impactos desastrosos do aumento
da resisténcia a antimicrobianos em um futuro préximo. A resisténcia de
microorganismos a antibioticos de segunda e terceira geracdo, os quais constituem as
ultimas linhas de defesa contra infeccGes comuns, deve dobrar entre os anos de 2005 e
2030 e as mortes provocadas anualmente em todo o mundo por essas doengas passariam
das centenas de milhares para dezenas de milhGes até 2050 (WHO/IACG, 2019). Na
Unido Europeia (UE), mais de 33 mil pacientes morrem por ano em decorréncia de
infeccBes ocasionadas por 16 bactérias MDR (Cassini et al., 2019). Nos Estados Unidos
da América (EUA), cerca de 63.000 pacientes morrem anualmente como consequéncia
de infecdes hospitalares ocasionadas por bactérias MDR (Ventola et al., 2015). Os
custos econdmicos estimados na UE revelam que 0s gastos para o sistema de salde em
conjunto com a perda de produtividade dos pacientes geraram um prejuizo aproximado
de 1.5 bilh&o de euros por ano (ECDC / EMEA Joint Working Group, 2009; Dadgostar
et al., 2019). Em periodo similar, o custo anual do tratamento de infec¢Bes hospitalares

nos EUA de apenas seis espécies de bactérias MDR foi estimado em aproximadamente
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1.9 bilhdo de dolares (Ventola et al., 2015). Em 2013, o CDC (Centers for Disease
Control and Prevention - CDC) dos EUA declarou que estamos na "era pés-antibiotica™
e esta declaracdo estd alinhada com a OMS que, em 2014, alertou que a crise de
resisténcia aos antibidticos estd se tornando alarmante uma vez que o percentual de
bactérias MDR aumenta ano a ano (Michael et al., 2014; Reardon, 2015). No Brasil,
infelizmente, esses dados nédo sdo claros, mas a preocupacdo com o0s danos provocados
pela crescente resisténcia de organismos a antimicrobianos levou a elabora¢do do
“Plano de A¢ao Nacional de Prevencao e Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos
no Ambito da Saude Unica”, com vigéncia de 2018 a 2022 (PAN-BR) (Ministério da
Salde, 2018). Nesse sentido, novas abordagens voltadas para o tratamento dessas das
infecciosas causadas por esses agentes seriam de grande importancia tanto clinica
quanto financeira.

Entre os patdgenos Gram-positivos, a maior ameaca para uma pandemia global é
representada por bactérias como Staphylococcus aureus e o género Enterococcus (CDC,
2013; Rossolini, 2014). De fato, ainda na década de 1960 ja foram descritos isolados de
Staphylococcus resistentes @ meticilina, denominados de MRSA (para Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus). Nessa época, para o tratamento das infeccbes
causadas por este agente etiologico, foi utilizada a vancomicina. Entretanto, duas
décadas mais tarde, foram identificadas linhagens resistentes a vancomicina e
atualmente as MRSA representam uma grande ameaca a salde publica mundial
(Ventola et al., 2015). De fato, somente nos EUA, a MRSA ¢é responsavel por mais
mortes todos os anos do que AIDS, doenca de Parkinson, enfisema e homicidio juntos
(CDC, 2013). Apesar da resisténcia aos antibidticos anti-MRSA geralmente ocorrer
através de mutacBes, existem estudos que demonstram a transferéncia de genes de
resisténcia aos antibioticos linezolida (oxazolidinonas) e glicopeptideos, aspecto de
grande gravidade (Chen et al., 2020; Rossolini et al., 2014). Bactérias Gram-negativas
também trazem preocupacdo porque estdo se tornando resistentes a quase todos 0s
antibioticos disponiveis (Eichenberger e Thaden, 2019; Golkar et al., 2014; Rossolini et
al., 2014). O surgimento de bacilos Gram-negativos MDR tem tido grande impacto na
medicina, e as infec¢Oes mais graves ocorrem em ambientes hospitalares sendo as mais
comuns causadas por Enterobacteriaceae (principalmente Klebsiella pneumoniae),
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter (CDC, 2013; Feretzakis et al., 2019;

Rossolini et al., 2014). Bactérias patogénicas Gram-negativas MDR como Escherichia
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coli e Neisseria gonorrhoeae também estdo se tornando cada vez mais prevalentes em
ambientes hospitalares, e ja foi demonstrado que diversas linhagens produzem f-
lactamases capazes de inibir a acdo de antibidticos PB-lactdmicos (Dryden, 2018;

Ventola, 2015).

1.2 A letalidade de antibidticos é acompanhada pela geracao de espécies reativas de
oxigénio (EROs)

Diversos estudos indicam que diferentes classes de antibioticos,
independentemente das suas interacdes farmaco-alvo, geram niveis variaveis de
espécies reativas de oxigénio (EROs) que contribuem significativamente para a morte
celular dos patégenos (Bizzini et al., 2009; Breidenstein et al., 2008; Brynildsen et al.,
2013; Calhoun et al., 2011; Davies et al., 2009; Dryden, 2018; Foti et al., 2012; Girgis
et al., 2009; Grant et al., 2012; Gusarov et al., 2009; Jee et al., 2016; Kang et al., 2012;
Kohanski et al., 2008; Ling et al., 2012; Nguyen et al., 2011; Shatalin et al., 2011,
Wang et al., 2010; Yeom et al., 2010). Apesar de existir ainda grande debate sobre a
relacdo de antibidticos, geracdo de EROs e letalidade em patdgenos, trabalhos recentes
utilizando as mais distintas abordagens reforcam as conclusdes obtidas pelos diferentes
grupos de pesquisa (van Acker et al., 2016; Dwyer et al., 2014; Ibacache-Quiroga et al.,
2018; Jiang et al., 2020). Neste contexto, foi demonstrado que as trés principais classes
de drogas bactericidas utilizam um mecanismo comum que estimula a producdo de
radicais hidroxila (HO") por meio de reacBes quimicas de Fenton (Figura 1A). De fato, a
administracdo de quelantes de ferro (Fe) atenua a morte por farmacos bactericidas,
sugerindo que os radicais hidroxila contribuem para a morte das bactérias tratadas com
antibidticos. Neste contexto é importante salientar que a producdo de perdéxido de
hidrogénio (H,0;) por meio da dismutacdo efetuada pela enzima superoxido dismutase
(Sod) também pode favorecer a formacdo de HO". Além disso, o H,O; juntamente com
o radical anion superéxido (O,") também é capaz de produzir HO" por meio da reagéo de
Harber-Weiss (Figura 1) (Halliwell & Gutteridge, 2010).

A) Reacdes de Fenton: Fe** 0, > Fe® + 0, (Reagio 1)
Fe?* + H,0, > Fe* + OH + HO® (Reag4o 2)
B) Reacdo de Haber-Weiss: H,0, + 0, 2 O, + HO®* + OH"

Figura 1: Representacdo das reacbes de Fenton e de Harber-Weiss. (A) A Reac6es de Fenton ocorre
entre uma molécula de Fe** e molécula de radical anion superéxido e resulta na formagdo de Fe*" que, ao
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reagir com perdxido de hidrogénio, produz o radical hidroxila. (B) Representacdo da reacdo de Haber
Weiss, originando radical hidroxila a partir da reacdo entre o peroxido de hidrogénio o e anion
superoxido.

Ponto de importancia reside no fato que, apesar dos diferentes farmacos
bactericidas (B-lactdmicos, aminoglicosideos e fluoroquinolonas) terem diferentes alvos
bioldgicos (proteinas de ligacdo a penicilina, ribossomo e topoisomerase,
respectivamente), todos eles convergem em uma via comum. Essa via é baseada na
producdo de oxidantes atraves de resposta metabolica envolvendo o ciclo dos &cidos
tricarboxilicos (tricarboxylic acid cycle — TCA) que induz a rapida deplecdo de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH), resultando em uma hiperativacdo da
cadeia de transporte de elétrons, 0o que aumenta a producdo de produtos secundarios
como o radical anion superoéxido (O,") e o perdxido de hidrogénio (H,0,) (Kohanski et
al., 2010). O O," pode atacar grupamentos ferro-enxofre (Fe-S) presentes em diversas
proteinas podendo levar & disponibilizacéo de Fe ferroso (Fe**) que participa da reacéo
de Fenton, resultando em formacdo de HO', o que auxilia na morte celular (Kohanski et
al., 2010). Cabe ressaltar que o H,O, também é capaz de danificar grupos Fe-S levando
a disponibilizagdo de Fe** (Imlay, 2008; Jang et al., 2010), o que deve maximizar este
processo e levar a mais danos celulares. E importante salientar que, apesar de baixas
doses de antibitticos estarem associadas ao aparecimento de bactérias resistentes em
funcdo das mutagcdes provocadas no DNA, altas concentragfes ou concentragdes
apropriadas de antibioticos levam a sérios danos em biomoléculas, o que impossibilita
ou decresce fortemente as taxas de sobrevivéncia do patégeno (Dryden, 2018; Giguére
et al., 2007).

1.3 Defesas oxidativas do organismo hospedeiro na infeccdo por patégenos

Quando um patogeno invade um hospedeiro, um dos mecanismos de defesa mais
estudados & denominado de explosdo respiratoria (respiratory burst), o qual se
caracteriza pela geracdo de grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e nitrogénio (ERNs). A geracdo de EROs é devida a ativacdo de uma
multicomponente oxidase (NADPH oxidase, também denominado de fagdcito oxidase),
que oxida o NADPH e, no processo, reduz o oxigénio a O," (Halliwell & Gutteridge,
2015). Em neutrdfilos, essa reacdo oxidativa é disparada pelos sinais de ativagédo e
acompanha a fagocitose (Babior, 2004). Quando o radical O, sofre dismutacéo, produz
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H.0,, o qual é altamente difusivel no organismo e capaz de desencadear mecanismos
potencialmente toxicos para as células (Gordon, 2016; Halliwell e Gutteridge, 2015;
Underhill e Ozinsky, 2002). O H,0,, por si sO, ndo é capaz de destruir eficientemente o
patégeno, entretanto, ao ser convertido em HO, pode atingir e destruir membranas
celulares, proteinas e causar mutacdes em acidos nucleicos (Halliwell e Gutteridge,
2015). Outra forma de eliminar os organismos invasores é atraveés da producdo do
radical éxido nitrico (NO’). O NO' é gerado quando ocorre a oxidacdo da arginina na
presenca da molécula de oxigénio, sendo esta reacdo catalisada pela enzima 6xido
nitrico sintetase (NOS) (Fritzsche et al., 2010; Prolo et al., 2013). O NO', por sua vez,
pode levar a formacdo de peroxinitrito (ONOO’), um potente agente oxidante cujos
derivados sdo capazes de causar danos ao DNA e oxidac¢do lipidica (Calcerrada et al.,
2011; Niles et al., 2006; Radi, 2018).

Se por um lado os organismos hospedeiros produzem EROs e ERNs como
defesa oxidativa, 0s organismos patogénicos dispdem de enzimas antioxidantes capazes
defendé-los dos efeitos toxicos dessas espécies reativas e ajuda-los a superar a barreira
oxidante imposta pelo hospedeiro, possibilitando assim a infeccdo, manutencdo e
crescimento. As enzimas antioxidantes utilizadas pelos patdgenos para metabolizar as
EROs e ERNs em produtos menos toxicos ou atdxicos sdo representadas principalmente
por enzimas como as superdxido dismutases (Sod), as catalases (Cat) e as
peroxirredoxinas (Prx). Portanto, uma alternativa logica seria a utilizagdo de inibidores
de enzimas antioxidantes em terapias antimicrobianas (Birben et al., 2012). No entanto,
0s hospedeiros, incluindo os humanos, possuem enzimas extremamente semelhantes as
dos patdgenos, principalmente quando se trata da Sod e Cat e os inibidores acabam por
ser toxicos também para as células dos hospedeiros (Benov e Fridovich, 1994; Brennan
et al., 2015; Discola et al., 2005; Heikkila et al., 1977; Lu et al., 1998; Mishra e Imlay
2012; Roberts e Hirst, 1996; Sugadev et al., 2011). Neste contexto, um importante alvo

seria a familia das Prx, em razdo de sua diversidade.

1.4 Peroxirredoxinas e sua importancia em bactérias patogénicas

As Prx constituem a ultima grande familia de peroxidases a ser descoberta.
Diferentemente da Sod e Cat, estas enzimas ndo possuem grupos prostéticos e utilizam
um residuo de cisteina (cisteina peroxidasica - Cysp) altamente reativa para decompor
hidroperdxidos (Jacobson et al., 1989; Kim et al., 1988; Netto et al., 1996). Quando se
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analisa as estruturas quaternarias destas enzimas, observa-se que a Cysp Se encontra em
grande proximidade com uma Thr (ou Ser, em alguns casos) e com uma arginina (Arg),
a qual é totalmente conservada em todas as Prx j& descritas até 0 momento. Estes trés
residuos de aminoacidos (Cysp, Thr/Ser e Arg) formam a triade catalitica (TC) e todos
apresentam importancia na catalise, visto que a desprotonacdo e a manutencéo de Cysp
na forma de tiolato (S°) € dependente da integridade da TC (Tairum et al., 2016).

Apesar de todas as Prx possuirem Cysp, elas constituem uma familia de enzimas
bastante heterogénea e diversas classificacBes ja foram propostas, sendo que a mais
utilizada subdivide essas proteinas em trés grandes grupos (Prx 1-Cys, Prx 2-Cys tipicas
e Prx 2-Cys atipicas) de acordo com a quantidade de residuos de cisteina envolvidos no
processo de reducdo do hidroperdxido (Wood et al., 2003). As Prx 1-Cys sdo proteinas
homodiméricas que apresentam apenas um residuo de cisteina (Cysp) envolvido no ciclo
catalitico localizado na regido N-terminal. Ja as Prx 2-Cys utilizam dois residuos de
cisteina, um na regido N-terminal (Cysp) e outro na C-terminal, denominado de cisteina
de resolucdo (Cysg), que durante o ciclo catalitico formam um dissulfeto Cysp - Cysg.
As Prx 2-Cys tipicas apresentam-se em homodimeros e a formagao do dissulfeto Cysp -
Cysg € intermolecular, ao passo que as Prx 2-Cys atipicas apresentam-se como
mondmeros ou homodimeros e formam um dissulfeto Cysp - Cysg intramolecular
(Wood et al., 2003). Ap6s sua oxidacdo, as Prx sdo geralmente reduzidas pelo sistema
Trx, composto pelas enzimas tiorredoxina (Trx) e tiorredoxina redutase (TrxR), que
utiliza elétrons provenientes do NADPH via uma molécula de FAD (flavina adenina
dinucleotideo). A reducdo pelo sistema Trx restaura a atividade peroxidasica das Prx,
tornando-as aptas a decomposi¢cdo de uma nova molécula de hidroperéxido. Entretanto,
apesar das Prx 2-Cys de eucariotos serem reduzidas principalmente pelo sistema Trx, as
Prx 2-Cys tipicas de procariotos, denominadas AhpC (para alquil hidroperoxido
redutase C), também possuem um sistema redutor adicional composto por enzimas
denominadas AhpF (alquil hidroperdxido redutase F) que utilizam NADH como redutor
(Jaeger et al., 2006; Jonsson et al., 2007).

Outra caracteristica apresentada pelas Prx 2-Cys tipicas € o processo de
superoxidacao de Cysp que, ap0s atacar a molécula e hidroperoxido e assumir sua forma
de acido sulfénico (Cysp-SOH), pode reagir com mais uma ou duas moléculas de
hidroperdxido, gerando como intermediarios a cisteina acido sulfinico (Cysp-SO,H) ou

sulfonico (Cysp-SO3H) (Poole et al., 2011). Nessas condigdes, Cysp € incapaz de formar
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o dissulfeto com Cysg e, consequentemente, de ser reduzida por seus redutores
enddgenos e, portanto, a proteina perde sua atividade peroxidasica. A forma Cysp-SO,H
pode ser reduzida eficientemente pela sulfirredoxina (Srx), uma proteina de baixo peso
molecular dependente de ATP, Mg2+ e um Cys tiol que é capaz de restaurar a
capacidade peroxidasica das Prx. Ja para a forma Cysp-SO3H, até o momento, nédo
foram encontrados redutores (Biteau et al., 2003). Existe um consenso de que a
superoxidacao das Prx 2-Cys tipica é facilitada pelo atraso na formacgdo do dissulfeto
entre Cysp e Cysg, 0 que deixaria Cysp-SOH disponivel por mais tempo para interagir
com outras moléculas de hidroperoxido (Poole et al., 2011; Wood et al., 2003). Esse
atraso tem sido atribuido a presenca do motivo Gly-Gly-Leu-Gly e de um
prolongamento na regido C-terminal (contendo o motivo Tyr-Phe) o qual esta localizado
préximo ao sitio ativo em Prx 2-Cys tipicas eucaridticas. Em seu estado reduzido, Cysp
encontra-se na extremidade do chamado Cysp-loop a uma distancia de
aproximadamente 14A de Cysg, na conformacdo denominada FF (fully folded -
totalmente enovelada). Para que ocorra a formacéao do dissulfeto com Cysg, € necessario
haver um desenovelamento parcial dessa regido que culmina com a aproximacao das
duas cisteinas e, consequentemente, com a formacdo do dissulfeto, em uma
conformacdo denominada LU (locally unfolded - parcialmente desenovelada).
Entretanto, durante a transicdo FF-LU, a cauda C-terminal precisa sofrer um
deslocamento e esse processo pode atrasar a formacdo do dissulfeto e favorecer a
superoxidacdo. Tanto o motivo Gly-Gly-Leu-Gly quanto o prolongamento C-terminal
ndo existem nas AhpC, o que as torna mais resistentes ao processo de superoxidacdo,
sendo denominadas de proteinas ‘“robustas”, enquanto as proteinas eucaridticas sao
chamadas de “sensiveis” (Poole et al., 2011; Wood et al., 2003). Recentemente, foi
proposto que aminodcidos presentes no Cysp-loop também teriam participacdo no
desencadeamento de eventos de superoxidacdo através de interacbes com a cauda C-
terminal (Kamariah et al., 2018), mas estudos mais aprofundados sdo necessarios para
se compreender como de fato essas interagdes acontecem.

No que concerne a atividade das peroxidases, enquanto a Cat € capaz de
decompor somente H,O,, embora com alta eficiéncia, as Prx 2-Cys tipicas sdo capazes
de decompor uma grande variedade de hidroperoxidos, dentre eles hidroperdxidos de
lipideos (Lp-OOH) e peroxinitrito (NOO-), com constantes de segunda ordem de 10"
M™s? (Condeles et al., 2020, Ogusucu et al., 2007; Parsonage et al., 2005; Tairum et
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al., 2016). Também foi demonstrado que as Prx 2-Cys tipicas sdo capazes de decompor
até mesmo peréxidos de protefnas e aminoacidos com eficiéncia moderada (10*M™ s™),
0 que revela sua grande versatilidade na decomposicdo de hidroperéxidos (Carvalho et
al., 2017; Peskin et al., 2010). Adicionalmente, estas proteinas estdo entre as mais
abundantes em bactérias. Como exemplo, em E. coli as Prx estdo entre as dez proteinas
mais expressas (Link et al., 1997).

Em bactérias patogénicas, a importancia das Prx foi demonstrada em linhagens
de Helicobacter pylori e Helicobacter hepaticus, agentes causadores de Ulceras/gastrites
estomacais e de hepatite cronica em mamiferos, respectivamente, 0s quais apresentam
niveis elevados de hidroperdxidos de lipideos quando o gene ahpC é deletado (Mehta et
al., 2007). Resultados similares foram descritos para Campylobacter jejuni, o agente
etiologico de gastroenterites (Oh e Jeon, 2014). Em Salmonella typhimurium, patégeno
responsavel por moléstias gastrointestinais, febre tiféide e septicemia, foi demonstrado
que linhagens deficientes de Prx apresentam alteracdo da morfologia celular e
proliferacdo reduzida. O estudo também revelou que quando uma AhpC €é superexpressa
em células de S. typhimurium nocauteadas para genes envolvidos na decomposicao de
peroxidos (dkate, AkatG, 4katN, AahpC e AtsaA), o patdgeno recupera as
caracteristicas da linhagem selvagem (Hébrard et al., 2009). Esses dados indicam que as
Prx de S. typhimurium contribuem para a viruléncia do patégeno ao capacita-lo a
sobreviver as defesas do hospedeiro. Em Mycobacterium tuberculosis, 0 agente
etioldgico da tuberculose, a expressdo de AhpC em isolados clinicos com a delecdo de
uma das isoformas de Cat (dkatG) é aumentada tanto no meio intracelular quanto no
extracelular o que aparentemente € de importancia para a manutencao da viruléncia de
M. tuberculosis (Nieto et al., 2016). No caso de S. aureus, 0 agente etiologico de
diversas infec¢bes hospitalares, AhpC juntamente com Cat possuem papéis
compensatérios e sao fundamentais na sobrevivéncia e colonizacao do trato respiratério
(Cosgrove et al., 2007). Estudos envolvendo metatranscriptoma de S. aureus e
Staphylococcus epidermidis revelaram que ahpC é altamente expresso no trato
respiratorio, sendo que sua expressao € ao menos trés vezes maior nesse ambiente
quando comparado com 0s microrganismos crescidos em meio de cultura (~1320 reads
per million x ~540 rpm) (Chaves-moreno et al., 2016). Com base nesses dados,
podemos inferir que a inibicdo da atividade peroxidasica das Prx de patdégenos consiste

em uma abordagem promissora para o tratamento das doencas causadas por eles, pois
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levaria a um aumento nos niveis intracelulares de hidroperoxidos nesses organismos o

que pode contribuir com a diminuigéo das suas taxas de sobrevivéncia.

1.5 Inibicéo de Prx2-Cys tipicas por Adenantina (Adn)

Os compostos extraidos de plantas despertam um interesse especial da industria
farmacéutica em funcdo de seu potencial para o desenvolvimento de novas drogas.
Entre esses compostos naturais encontram-se os diterpendides, uma ampla classe de
metabolitos secundarios com significativa atividade biologica que vem sendo
investigada quanto a sua eficicia no tratamento de diversas doencas como cancer,
doencas cardiovasculares e inflamatorias (Tirapelli et al., 2008). Foi demonstrado que a
adenantina (Adn), um diterpendide extraido das folhas de Isodon adenantha, possui
propriedades antitumorais. Liu e colaboradores (2012) observaram que a Adn possui a
capacidade de induzir a diferenciacdo de células de leucemia mieloide aguda (LMA)
(Liu et al., 2012) através da inibicdo da atividade peroxidasica das isoformas citosélicas
Prx1 e Prx2, as quais séo evolutivamente relacionadas e compartilham homologia na
sequéncia de aminoacidos (78% de identidade e 91% de similaridade) (Lee, et al.,
2007). Também foi proposto um modelo de ligacdo em que a Adn interagiria com
outros aminoacidos na regido do sitio ativo, incluindo os residuos da TC por meio de
uma interacdo hidrofébica com a Thr* e uma interagdo polar com a Arg'?®, sendo
também estabilizada também por interacdes de carater hidrofébico com outros
aminoécidos préximos ao sitio ativo da enzima (Leu®®, Phe®®, Val®!, 11e'®®, Pro'® e
Cysp). Consequentemente, a inibicdo da atividade peroxidasica dessas proteinas
permitiria um acimulo de H,O, intracelular em niveis suficientes para a ativacdo das
quinases reguladoras de sinal extracelular ERK1 e ERK2, levando ao aumento da
expressdo de proteinas P estimuladoras de ligagdo CCAAT (C/EBPB), as quais
conduziriam a diferenciacdo celular e consequente repressao do tumor (Liu et al., 2012;
Liu et al., 2013). Adicionalmente, Hou e colaboradores observaram que a inibicdo de
Prx1 e Prx2 por Adn foi capaz de induzir a morte de células de hepatocarcinoma (CHC)
com mais eficiéncia do que a de células normais imortalizadas, além de inibir
significantemente o crescimento de tumores xenograficos sem efeitos tdxicos
significativos (Hou et al., 2014). Mais recentemente, também foi demonstrado que Adn
¢ capaz de atuar sobre celulas tumorais pulmonares, causando apoptose e/ou

promovendo a diferenciagdo de células leucémicas (Mo et al., 2019), além de promover
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efetivamente a morte de linhagens celulares de leucemia linfoblastica aguda precursora
de células B (Fidyt et al., 2019). Entretanto, apesar da Adn possuir importancia por
inibir as Prx humanas, pouco se sabe a respeito de sua atividade sobre enzimas de

outros organismos.

1.6 Diferencas entre Prx 2-Cys de eucariotos e procariotos

Conforme mencionado anteriormente, uma diferenga marcante entre as Prx 2-
Cys tipicas de procariotos e eucariotos reside na existéncia de um prolongamento C-
terminal que insere uma o hélice nas enzimas de eucariotos e estd relacionada com sua
sensibilidade a superoxidacdo (Wood et al., 2003). Outra diferenca existente entre as 2-
Cys tipicas de eucariotos e procariotos reside na ocorréncia de Thr ou Ser na TC (Figura
2A e 2B). De fato, nas Prx 2-Cys tipicas identificadas em mamiferos e, de forma geral,
nos eucariotos (com excecao poucos organismos, 0 que sera abordado posteriormente)

possuem uma Thr como parte da TC ao passo que algumas bactérias possuem uma Ser.

\_&i A \_il-i .
T44 “—RIB \ a \‘ o RI23 \

&—EQ’#’!# \ [’. L41 / ; & [ L41

Interacdo polar | ==-==-- Interagdo CH &t
Figura 2: Substituicdo de Thr (presente em eucariotos) por Ser (presente em Procarlotos) na TC
das Prx. (A) Estrutura cristalogréfica de Tsal (1SBC) e (B) modelo teérico de Tsal'** mostrando a rede
de interacBes polares entre aminoacidos da TC (Cysp, Thr/Ser e Arg). As estruturas estdo representadas
em sticks e coloridas em CPK (N=azul, O= vermelho e S=laranja claro). Os carbonos em Tsal estdo
representados em bege e cinza claro e de Tsal™ em rosa e cinza claro.

Nosso grupo de pesquisa explorou estas diferencas em um trabalho anterior
utilizando a Prx Tsal de S. cerevisiae como modelo bioldgico para a compreensao da
interacdo de Adn com as Prx 2-Cys tipicas. Com o objetivo de mimetizar as Prx 2-Cys
tipicas de procariotos, realizamos o truncamento do prolongamento C-terminal (do
aminoacido 176 ao 196) e geramos 0 mutante Tsal'”>““". Entretanto, essa proteina
mutante ndo apresentou diferencas na interagdo com Adn em relacdo a proteina
selvagem. Adicionalmente, assim como as proteinas encontradas em mamiferos, Tsal
possui uma Thr como parte da TC. Para avaliar os efeitos da substituicdo de Thr por
Ser, utilizamos a protefna mutante Tsal™*°. Nossos resultados revelaram que o residuo

de Thr/Ser esta relacionado & manutengédo da estrutura decamérica de Tsal, uma vez que
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a Tsal selvagem transita entre decameros (pentameros de dimeros do tipo [a;]s) quando
reduzida, e dimeros, oligbmeros de massa molecular intermediaria e decameros quando

oxidada, enquanto que o mutante Tsal'™**

se apresenta como um decamero constitutivo
independente do estado redox (Tairum et al., 2016). S. cerevisiae também possui uma
segunda Prx 2-Cys tipica denominada de Tsa2, a qual guarda grande similaridade em
relacdo a estrutura primaria com Tsal (86% de identidade e 96% de similaridade). No
entanto, curiosamente, esta enzima difere de Tsal, e também das enzimas de mamiferos,
por possuir naturalmente uma Ser como parte da TC.

Ensaios de espectroscopia de dicroismo circular (CD), cromatografia de
exclusdo molecular (SEC) e oxidacdo de NADPH, realizados por nosso grupo de
pesquisa, revelaram que Adn é capaz de ligar-se ao sitio ativo de Tsal e Tsa2,
provocando alteracBes nas estruturas secundaria e quaternéria, além de inibir
parcialmente a atividade peroxidasica dessas proteinas. Entretanto, as andlises
revelaram que Adn promoveu maiores alteracdes na estrutura e atividade peroxidasica
da mutante Tsal™* e de Tsa2"" do que de Tsal"", indicando que a presenca da Ser na
TC poderia promover uma maior afinidade de Adn ao sitio ativo dessas proteinas
(Apéndice B).

1.7 Presenca de Ser na TC é mais comum em Prx 2-Cys tipicas bacterianas
Segundo dados da base GenBank do NCBI, quase a totalidade dos organismos
eucariotos sequenciados até o0 momento possuem Prx 2-Cys com uma Thr na TC. Por
outro lado, a TC contendo uma Ser é um evento mais comum em Prx de procariotos,
especialmente em bactérias (dados apresentados no Apéndice E). Dentre 0s organismos
que possuem Ser na TC das Prx, existe uma série de bactérias Gram-positivas do género
Staphylococcus como Staphylococcus agalactiae, Staphylococcus castoreus, S.
epidermidis,  Staphylococcus  haemolyticus,  Staphylococcus  saprophyticus,
Staphylococcus gallolyticus, Staphylococcus equi e Staphylococcus pyogenes que s@o
agentes etioldgicos de vérias doencas humanas como endocardite, septicemia,
periodontite, infecgdes agudas do trato urinério, infeccGes de pele, dentre outros.
Também foi identificada esta mutacdo nos patdgenos Bacillus subtilis e Enterococcus
faecalis. Algumas das doencas causadas por estes agentes constituem um sério
problema de saude publica uma vez ocorrem geralmente em ambiente hospitalar,

podendo acometer pacientes imunocomprometidos e, em alguns casos, diversos
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antibioticos ndo sdo capazes de eliminar estas bactérias pois s&o MDR (Egan et al.,
2109; Oteo et al., 2015; Purrello et al., 2016). Neste contexto, a presenca da Ser na TC
das Prx 2-Cys de determinadas espécies de bactérias colocam a Adn como uma
representante promissora de um novo farmaco antimicrobiano. Adicionalmente
elaboramos uma revisdo sobre peroxirredoxinas de microroganismos patogénicos que

foi submetido ao periodico Applied Microbiology and Biotechnology (Apéndice D).

1.8 Efeitos da Adn sobre o sistema redutor das Prx 2-Cys tipicas

Soethoudt e colaboradores (2014) relataram que a Adn é capaz de se ligar em
ambas as cisteinas das Prx de humanos (Cysp e Cysg) além de inibir também as enzimas
do sistema Trx (hTrx e hTrxR). De fato, os autores demonstraram que, entre as enzimas
analisadas, a hTrxR é a que sofre maior inibicdo pela Adn. Neste contexto, como
mencionado anteriormente, o sistema redutor de 2-Cys eucaribticas difere
significativamente do encontrado para a reducdo de AhpC. Enguanto em eucariotos o
sistema e composto pela enzima Trx e pela flavoenzima TrxR e 0s equivalentes
redutores sdo oriundos do NADPH (Figura 3A), em procariotos o sistema redutor é
composto apenas pela flavoenzima AhpF que utiliza hidretos do NADH no processo de

reducdo (Figura 3B).

Cys-S Cys-S C.-s
FADoy; vs S P
NADPH+H* Oxi R-OOH
A) Cys-SH CysS Cg-SH
NADP"; ;FADRed Crs Cye-S Co-g E oH
CysS CyuSH Cy-S
TrxR Trx Prx
Cys-$ Cys-S° Cys-$ Cp-S
B) NADH+H* el vs I P ]
) Cys-S Cys-SH CysS Cq-SH jr-O0H
NTD
NADH Cys-S Cys-IS Cys-S cp-sI ROH
Cys-SH CysS Cys-SH Cr-S
AhpF AhpC

Figura 3: Ciclos de oxirreducéo envolvidos na reducéo de hidroperoxidos por Prx 2-Cys tipicas de
eucariotos e bactérias. A) As Prx 2-Cys tipicas de células eucaridticas sdo reduzidas pelo sistema Trx
que compreende as enzimas tiorredoxina, tiorredoxina redutase, uma flavoenzima, e NADPH. B) Em
células procarioticas, as Prx 2-Cys tipicas (AhpC) sdo reduzidas pela flavoenzima AhpF, que utiliza
elétrons oriundos do NADH.

De fato, em eucariotos inferiores também existe o sistema redutor Trx-TrxR. No

entanto, estas enzimas normalmente estdo associadas a diversos processos de
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oxirreducdo centrais como sintese de desoxirribonucleotideos, reparacdo de proteinas
danificadas oxidativamente, enovelamento de proteinas, metabolismo do enxofre,
ativacgdo de fatores de transcrigdo, entre outros (Lu e Holmgren, 2014; Vignols et al.,
2005). Neste contexto, quando se analisa as estruturas de TrxR de procariotos e
eucariotos, € possivel perceber que as enzimas possuem estruturas muito distintas
(Figura 4A e 4B, respectivamente). Apesar de ambas serem homodimeros, a enzima de
bactérias € menor (~70kDa) quando comparada com a de eucariotos multicelulares
(~100kDa). Adicionalmente, os motivos que contém as cisteinas cataliticas diferem de
forma significativa tanto em sua composicdo quanto na localizacdo. Nas TrxR de
eucariotos inferiores 0 motivo (Cys-X-X-Cys) esta inserido no dominio de ligacdo ao
NADPH ao passo que nas enzimas de eucariotos multicelulares o motivo (Cys-Val-Asn-
Val-Gly-Cys) esta inserido no dominio de ligacdo ao FAD e podem possuir um terceiro
residuo de Cys ou de selenocisteina (Sec) na porcao C-terminal (Oliveira et al., 2004;
Oliveira et al., 2010). Por outro lado, a enzima Trx € bastante conservada

estruturalmente entre procariotos e eucariotos (Collet et al., 2010) (Figura 4C e 4D).

I NAD(P)H Domain FAD Domain [l Dimerization Domain Trx NTD Domain (AhpF)
(Mammlian TrxR)

Figura 4: Comparagdo entre estruturas de Trx e TrxR de bactéria e de humanos e AhpF de
bactérias. Todas as estruturas estdo apresentadas em cartoon de acordo com a unidade biol6gica
(representada por mondmeros para Trx e dimeros para TrxR e AhpF). A) TrxR de E. coli (pdb: 31TJ). B)
TrxR1 de H. sapiens (pdb: 2J3N). C) e D) Trx de E. coli e de humanos, respectivamente. E) AhpF de S.
typhimurium (pdb: 1HYU). As representaces graficas foram geradas com auxilio do software Pymol.

A AhpF também é uma proteina homodimérica com massa molecular
aproximada de 220kDa e que possui, além de dos dominios de ligacdo para FAD e
NADH (o que contrasta com as TrxR), um terceiro dominio denominado de NTD (para
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N-terminal domain) formado por duas moléculas contiguas de Trx (Figura 4E). Essas
moléculas de Trx contém duas cisteinas envolvidas na reacdo inicial de redugdo de
AhpC. Dessa forma, uma vez que AhpF representa um sistema acoplado Trx-TrxR a
ligacdo de um inibidor em um dos centros redox impossibilitaria a reducdo de AhpC.

Adicionalmente, trabalhos indicam que os efeitos dos antibioticos de induzir
deplecdo do NADH, promovendo uma maior abundancia de NAD" na célula, resultam
em uma hiperativacdo de TCA e da cadeia de transporte de elétrons, o que aumenta a
producdo de produtos secundarios como O, e H,0O, (van Acker et al., 2016; Dwyer et
al., 2014; Kohanski et al., 2010). Nesse sentido, outros estudos demonstraram que, em
condicdes aerdbicas, a limitacdo na concentracdo de AhpC induz AhpF a produzir H,0,
a partir do oxigénio molecular (O,). Nesse processo, AhpF consome NADH e produz
NAD®, contribuindo para a hiperativacio da cadeia transportadora de elétrons e,
consequentemente, para a producdo de mais espécies reativas de oxigénio (Poole &
Ellis, 1996; Niimura et al., 1995). Nesse sentido, a inibicdo de AhpC contribuiria para
morte de patdgenos ao acentuar os efeitos oxidativos observados na administracéo de
antibidticos.

Com base nos dados apresentados acima, as investigacGes envolvendo a
atividade inibitoria de Adn sobre as Prx é de grande importancia e apresenta grande
potencial para a caracterizacdo de um novo farmaco antimicrobiano. Vale salientar que,
até o presente momento, nenhum trabalho havia atentado para avaliar a inibi¢do de Adn
sobre as Prx 2-Cys de bactérias ou mesmo sobre os sistemas redutores bacterianos.
Neste contexto, a analise dos efeitos de Adn sobre bactérias patogénicas pode ampliar o
campo de utilizacdo dessa molécula, podendo resultar em novas formas de terapias para
as doencas causadas por elas. Adicionalmente, além do diterpendide Adn, o qual
pertence a familia dos ent-cauranos, existem compostos similares que podem ser
obtidos de plantas da biota brasileira (Dutra et al., 2014; Nogueira et al., 2016;
Vandresen et al. 2010) o que representa uma forma bastante importante de prospeccao
direcionada a nossa biodiversidade, mas novamente nenhum trabalho ate o presente

momento atentou para esta investigacao.
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