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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

21



A¢:¢Av UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 7 Nunes

u n e S w “JULIO DE MESQUITA FILHO” o % IB-CLP P
Instituto de Biociéncias “
Campus do Litoral Paulista

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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2. OBJETIVOS
i) Investigar a suscetibilidade a superoxidagdo de AhpCs contendo Thr ou Ser na TC;
i) Analisar a eficiéncia de Adn como um inibidor tanto das Prx 2-Cys bacterianas
(AhpC), contendo Thr ou Ser como parte da TC, quanto de seu sistema redutor (sistema
Trx e AhpF);

iii) Avaliar a acdo inibitoria sobre AhpC e seu sistema redutor (sistema Trx e AhpF) de

compostos naturais oriundos da biota floristica de Séo Paulo.

3. JUSTIFICATIVA

A crise no desenvolvimento de novas drogas para 0 combate de bactérias
multirresistentes tem se tornado um grave problema de satde publica em todo 0 mundo.
A descoberta de novos farmacos para combater infecgdes causadas por microrganismos
tem sofrido uma queda nas uUltimas décadas em decorréncia tanto do desinteresse da
indUstria farmacéutica, que considera esse investimento economicamente desvantajoso,
quanto da reducdo do financiamento destinado as pesquisas conduzidas por instituicdes
académicas. Uma abordagem relevante para combater organismos patogénicos consiste
na potencializacdo do estresse oxidativo, tanto o promovido pelo hospedeiro como
forma de defesa a invasdo quanto aquele promovido pela acdo de antibidticos, através
da inibicdo do sistema antioxidante do patdgeno. Nesse caso, as Prx 2-Cys podem ser
alvos de grande importancia para a inibicdo em funcdo de sua alta reatividade e
abundancia, além de possuirem caracteristicas estruturais distintas entre eucariotos e
procariotos. Nesse sentido, o diterpendide Adn, descrito na literatura como um inibidor
de Prx humana, possui grande potencial para ser utilizado como um farmaco
antimicrobiano. Adicionalmente, a biodiversidade brasileira é capaz de oferecer uma
grande quantidade de moléculas semelhantes a Adn e que podem apresentar acdo
inibitdria sobre Prx 2-Cys bacterianas. Cabe ressaltar que, apesar de existirem estudos
acerca agdo de inibidores sobre proteinas Prx 2-Cys de humanos e tripanossomatideos,
torna este trabalho original e inédito dentro de um campo de pesquisa de grande

importancia.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Reagentes
Os reagentes utilizados nesse trabalho foram adquiridos junto a Merck Millipore,
Sigma Aldrich, Thermo Scientific e GE Healthcare. Adn foi adquirida junto a
ChemFaces. Os compostos oriundos da biota brasileira foram isolados e fornecidos pelo

Prof. Dr. Jodo Henrique Ghilardi Lago da Universidade Federal do ABC (UFABC).

4.2 Meios de cultura para bactérias

Meio de cultura Luria-Bertani (LB): (1% triptona; 0,5% extrato de levedura
(YE); 0,5% NaCl); meio de cultura Super Optimal Broth (SOC): (2% triptona; 0,5%
YE; 0,058% NaCl; 0,018% KClI; [glicose] final de 20mM; pH=7.0); meio de cultura
Mueller Hinton (Kasvi K25-610034); meio de cultura M9 (Alegria et al., 2016); meio
de cultura M9 suplementado com glicose (Dwyer et al., 2014); meio de cultura M9
suplementado com aminoacidos e vitaminas (Washburn et al., 2001); meio de cultura
minimo sintérico (AAM) (Rudin et al., 1957); ampicilina 100 pg/ml para selecdo das

bactérias de interesse.

4.3 Linhagens de E. coli para expressdo de proteinas recombinantes

DHSaF’ - F’ (Z80dlacZ (lacZ)Adn5)_(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17
(r,m¢"); DH10B — Fmcrd A (mrr-hsdRMS-mcrBC) f80dlacZAAdn5 AlacX74 deoR
recAl endAl araA139 D (ara, leu) 7697 galK1 rpsLnupG; XL1-Blue - recAl endAl
gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F prodB laclg ZAMI5 Tnl0 (Tet")];
BL21(DE3) - [F , amp T, hsdS, (rsmy), gal, dcm (DE3) (Novagen); B84 DE3 [F ,
metamp T, hsdSy, (rg'my’), gal, dcm (DE3)].

4.4 Plasmideos de expressao e genes de proteinas alvo

Os genes ahpC de B. subtilis (F41923/PY79), P. aeruginosa (ATCC29853), S.
typhimurium LT2 (ATCC 19585) e E. coli (ATCC25922), além dos genes trxA, trxB e
ahpF da mesma linhagem de E. coli, foram amplificados a partir do DNA gendmico
extraido dessas bactérias utilizando protocolo de Chen & Kuo (1993). A amplificacdo
dos genes foi realizada por reacdo de PCR utilizando oligonucleotideos contendo sitios
de ligacao para as enzimas de restricdo Bam HI e Nde | (Tabela 1). As reacbes de PCR

foram realizadas em termociclador ProFlex PCR System 32 x 3 (Thermo Fisher
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Scientific) utilizando a enzima Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity (Thermo
Fisher Scientific) e os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose para extracdo e purificagdo dos fragmentos contendo apenas os genes ahpC
(utilizando o kit GFX™ PCR and Gel Band Purification - GE Healthcare), sendo estes
posteriormente digeridos com Bam HI e Nde I. A seguir, utilizando a enzima T4 DNA
ligase, foi realizada a ligacdo dos genes em plasmideo pET15b, também previamente
digerido com Bam HI e Nde I. Ap6s a inativacdo da T4 DNA ligase a 65°C por 10
minutos e dialise em membrana com poros de 0.025um (Merck-Millipore), o produto da
reacdo foi transformado na linhagem de E. coli DH5a. A confirmagdo da integridade
dos genes foi efetuada por sequenciamento utilizando o sequenciador automatico ABI
3730 DNA Analyser, utilizando o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Thermo Scientific).

Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados para a clonagem dos genes. As bases em sublinhado foram
adicionadas aos genes, sendo que em preto estdo destacados os sitios de ligacdo para Bam Hl e Nde | e em
vermelho a regifo de ancoragem dessas enzimas.

Oligonucleotideos

AhpC — F-5"CGCGATCCATATGATGTCTTTAATCGGTAAAGAAGTACTT3’
B. subtilis R-5 CGCAAGCTTGGATCCTTAGATTTTACCTACTAGATCAAGGCT3’
AhpC — F-5"CGCGATCCATATGATGTCCCTGATCAACACTCAAGTCCAA3Z’
P. aeruginosa R-5 CGCAAGCTTGGATCCTTAGATCTTGCCGACCAGGTCCAGG3’
AhpC — F-5CGCGATCCATATGATGTCCTTAATTAACACCAAAATCAAACCS’

S. typhimurium R-5"CGCAAGCTTGGATCCTTAGATTTTACCGACCAGGTCTAAGG3’

F-5"CGCGATCCATATGATGTCCTTGATTAACACCAAAATTAAAT

ARpC -E.coli | b o CGCAAGCTTGGATCCTTAGATTTTACCAACCAGGTCCAGS'

T 0-E oo | F-5CGCGATCCATATGATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTS
R-5 CGCAAGCTTGGATCCTTACGCCAGGTTAGCGTCGAGGAA3S

T R-E.cofi | F5 CGCGATCCATATGATGGGCACGACCAAACACAGTAAACTGS
R-5 CGCAAGCTTGGATCCTTATTTTGCGTCAGCTAAACCATCS

AMoF_E.coli | FOCCCCATCCATATGATGCTCGACACAAATATGAAAACTCAAS'

R-5’CGCAAGCTTGGATCCTTATGCAGTTTTGGTGCGAATCAGY’

Os genes ahpC das bactérias S. aureus e S. epidermidis com codons otimizados
para a expressdo em E. coli e inseridos no vetor pUC57 foram adquiridos junto a
empresa GenScript. Os plasmideos foram digeridos com as enzimas de restricdo Bam
Hl e Nde I (Thermo Fisher Scientific), sendo os produtos da digestdo submetidos a
eletroforese em gel de agarose para extracdo e purificagdo dos fragmentos contendo
apenas os genes ahpC utilizando o kit GFX™ PCR and Gel Band Purification (GE
Healthcare). Uma vez purificados, os genes foram ligados ao plasmideo pET15b

previamente digerido com as mesmas enzimas de restricdo. A reacdo de ligagdo ocorreu
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overnight a 4°C utilizando a enzima T4 DNA ligase (Thermo Fisher Scientific) e, apos a
inativacdo da enzima e dialise em membrana com poros de 0.025um (Merck-Millipore),

o0 produto da reacéo foi utilizado para transformar células da linhagem de E. coli DH5a.

4.5 Mutac0es sitio dirigidas

As mutacOes para obter as proteinas carreando a substituicdo pontual da Thr da
TC por Ser (EcAhpC™*°, StAhpC™*° e PaAhpC™*) e de Ser por Thr (SaAhpC>*®T,
SeAhpC**T e BsAhpC*T) foram efetuadas utilizando o kit Quick Change II
(Stratagene), seguindo as orientagdes do fabricante. Os oligonucleotideos utilizados
estdo representados na tabela 2. Uma vez que os genes ahpC de S. aureus e S.
epidermidis tiveram os cddons otimizados em sua sintese, 0s oligonucleotideos para a
mutacdo Ser/Thr foram idénticos para ambos os genes. O produto da reagdo de mutacao
foi utilizado na transformacao da linhagem de E. coli XL1-Blue e para a confirmacéo
das mutacdes foi efetuado o sequenciamento dos genes utilizando o sequenciador
automético ABI 3730 DNA Analyser, utilizando o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Thermo Scientific).

Tabela 2: Oligonucleotideos utilizados para as mutacgdes Thr/Ser nos genes ahpC. Em vermelho estdo
destacados os nucleotideos alterados em relagdo ao gene selvagem

Oligonucleotideos

ECAhpCT™S F- 5,'GCTGACTTTTCTTTCGTATGC3’

R -5"GCATACGAAAGAAAAGTCAGC 3
P aAhpCT44S F- 5',G CTGCCTTCTCCTTCAACTGC3

R - 5"GCAGTTGAAGGAGAAGGCAGC3
StAhpCT44S F -5 GCCGATTTTAGTTTGTTTGCC3’

R -5 GGCAAACAAACTAAAATCGGC3’

Sa/SeAhpCS*eT F -5 GCGGACTTCACCTTTGTTTGC3’

R -5 GCAAACAAAGGTGAAGTCCGCY
Bs AhpCS44T F—-5" GGCCAATGGACCGTATTCTGC3’

R -5 GCAGAATACGGTCCATTGGCC3’

4.6 Expressao e purificacdo em bactérias de proteinas selvagens e mutantes
Linhagens de E. coli BL21 (DE3) transformadas com plasmideos contendo os
genes para a expressdo de AhpC de B. subtilis (BsAhpC"T ou BsAhpC*"), E. coli
(EcAhpCYT ou EcAhpC™), P. aeruginosa (PaAhpC"" ou PaAhpC™*), s.
typhimurium (StAhpCYT™ ou StAhpC™*), S. aureus (SaAhpC"'™ ou SaAhpC>*®") e S.
epidermidis (SeAhpCV™ ou SeAhpC*") ou Trx1, TrxR e AhpF de E. coli foram

inoculadas em 30 ml de meio LB contendo 100 pg/ml de ampicilina e cultivadas por 16
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h/37°C/250 RPM em agitador orbital. Apos este periodo, a cultura foi transferida para 1
litro de meio LB/Ampicilina, cultivada até ODgy ~ 0,6 e, neste momento, foi
adicionado IPTG na concentragéo final de 0,3 mM para a indugédo da expresséo por 3h a
37°C/250 RPM. A seguir, as células foram decantadas por meio de centrifugacéo por 30
min/4°C/4000 RPM e ressuspendidas em tampéo Tris 50 mM pH = 7.4/ NaCl 500mM.
O rompimento das células foi realizado por sonicacdo (30% amplitude) e os acidos
nucleicos foram removidos por meio de tratamento com sulfato de estreptomicina ([ ]
final = 1%) por 20 minutos. Apos este periodo, o extrato foi centrifugado por 45
min/4°C/12000 RPM, o precipitado descartado e os extratos proteicos livres de acidos
nucleicos coletados. Uma vez que as proteinas foram expressas em vetores que
adicionam cauda de histidina (pET15b) a purificagdo foi feita por cromatografia de
afinidade por metais (IMAC) em colunas HisTrap (GE Healthcare) em gradiente de
imidazol (5mM e 300mM). A qualidade da purificacdo das proteinas foi constatada por
SDS-PAGE em condic¢des redutoras (loading buffer: 62.5 mM Tris-HCI pH = 6.8,
2.5% SDS, 0.002 % azul de bromofenol, 200mM [-mercaptoetanol, 10% glicerol).
ApoOs estes procedimentos, as proteinas foram dessalinizadas através de cromatografia
de filtracdo em gel utilizando a coluna PD10 (GE Healthcare) e concentradas por
centrifugacdo (4000 RPM/4°C) utilizando concentradores Ultracel YM-30 (Millipore).

4.7 Quantificacdo de proteinas
As proteinas purificadas foram quantificadas espectrofotometricamente, a 280
nm, utilizando o coeficiente de extincdo molar especifico de cada uma obtido através da

ferramenta ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/).

4.8 Tratamento das proteinas com 0s compostos

BsAhpC, EcAhpC, PaAhpC, StAhpC, SaAhpC, e SeAhpC, selvagens e
mutantes, além das proteinas EcTrx1, EcTrxR e EcAhpF, na concentracdo de 100uM,
foram reduzidas com 5mM de ditiotreitol (DTT) por 30 minutos em temperatura
ambiente. A seguir, as proteinas foram dessalinizadas em coluna PD10 (GE Healthcare),
quantificadas e tratadas com 20 equivalentes molares dos compostos (iodoacetamida,
Adn ou compostos 1-6) por uma hora, a temperatura ambiente. Finalmente, as proteinas
tratadas foram novamente dessalinizadas para a retirada do excesso de ligante e

quantificadas para a utilizag&o nos ensaios posteriores.
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4.9 Verificacdo da ligacdo dos compostos ao sitio ativo das AhpC por SDS-PAGE
Para a verificacdo da efetividade dos passos de reducdo com DTT e
dessalinizacao durante o tratamento das AhpC com os compostos, aliquotas de 10uM
das proteinas apds essas etapas foram coletadas e alquiladas pela adicdo de stop buffer
(Tris-HCI 50mM pH = 6.8, SDS 2%, azul de bromofenol 0.4%, glicerol 10%, NEM
50mM). A seguir, a ligacdo dos compostos as cisteinas das AhpC foi avaliado
coletando-se aliquotas na concentracdo de 10uM de AhpC tratada com cada composto e
oxidando-as com 50uM de H,O, por 30 minutos em temperatura ambiente, sendo
posteriormente alquiladas pela adicdo de stop buffer. As amostras foram submetidas a

analise em SDS-PAGE néo redutor corado por comassie blue.

4.10 Ensaio de oxidacdo de DTT

25 uM de EcAhpC, PaAhpC, StAhpC, SaAhpC, SeAhpC e BsAhpC, selvagens e
mutantes, tratadas ou néo tratadas com Adn foram adicionadas a reagdes contendo DTT
10mM, Hepes 50mM, Azida sddica 1mM e DTPA 0.1 mM. As reacBes foram iniciadas
pela adicdo de 2mM de hidroperéxido de cumeno (CHP) e monitoradas a 310 nm em
espectrofotdbmetro Cary 60 UV-Vis (Agilent), a 30°C, por 10 minutos (Tairum Jr. et al.,
2012). As velocidades de reacdo foram calculadas através do valor do coeficiente
angular das retas com o auxilio do programa GraphPad Prism 4.

4.11 Andlise da inibicdo dos compostos sobre a atividade de AhpC e sistema Trx
EcAhpC"" ou EcAhpC™*® tratadas com iodoacetamida (IAM), Adn ou com os
compostos 1-6, em concentragdo final de 3uM, foram adicionadas a mixes contendo 6
uM de EcTrx1, 0,9 uM de EcTrxR, 150 uM de NADPH, em tampao 50 mM HEPES pH
= 7.0, ImM DTPA e 100 uM azida sodica, sendo entdo incubadas por 5 minutos a
37°C. As reagdes foram entdo iniciadas pela adi¢ao de 500 uM de H,O, e monitoradas a
340nm em espectrofotdbmetro Cary 60 UV-Vis (Agilent), a 37°C, por 5 minutos. Para a
andlise da inibicdo dos compostos sobre a atividade de EcTrxl e ECTrxR, essas
proteinas tratadas com iodoacetamida (IAM), Adn ou com os compostos 1-6, foram
adicionadas separadamente a reacdes utilizando as mesmas concentracdes citadas
anteriormente, sendo que a AhpC, nestes casos, ndo foi tratada com nenhum composto.

Como controle negativo, foram utilizadas reacGes sem a adi¢do da proteina analisada e,
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como controle positivo, foram utilizadas reacbes em que nenhuma proteina recebeu
tratamento com os compostos. As velocidades de reacdo foram calculadas através do

valor do coeficiente angular das retas com o auxilio do programa GraphPad Prism 4.

4.12 Andlise da inibi¢do dos compostos sobre a atividade de AhpF

O efeito inibitorio de 1AM, Adn e compostos 1-6 sobre a atividade dissulfeto
redutase de EcAhpF foi avaliada através de ensaio de reducdo de DTNB adaptado de
Poole & Ellis, 1996. Para isso, ECAhpF na concentracdo final de 0.5uM e tratada com
os compostos foi adicionada a rea¢des contendo DTNB 500uM, DTPA 500uM, fosfato
de sodio 100mM pH = 7.0. As reacgdes foram iniciadas pela adicdo de NADH 300uM e
a formacgé@o de TNB foi monitorada a 412nm em espectrofotometro Cary 60 UV-Vis
(Agilent) a 37°C por 5 minutos. Como controle positivo foram utilizadas reagées em
que EcAhpF ndo recebeu tratamento com nenhum composto e, como controle negativo,

foram utilizadas reacGes sem a adicdo de ECAhpF.

4.13 Quantificacao das Cys livres de ECTrxR e ScTrxR

EcTrxR e ScTrxR foram reduzidas e dessalinizadas, conforme descrito
anteriormente, e adicionadas em uma concentracdo final de 20 uM a rea¢des contendo
200 uM de DTNB e tampé&o denaturante (Tris 30mM pH = 7.0, guanidina 6M) ou néo
denaturante (Tris 30mM pH=7.0). As reacdes foram incubadas por 15 minutos em
temperatura ambiente e ao abrigo de luz, sendo posteriormente analisadas
espectrofotometricamente a 412 nm. A quantificacdo do TNB formado nas reacdes foi

realizada utilizando seu coeficiente de extingdo molar (g41,= 13600 M Cm'l).

4.14 Avaliacdo do meio de cultura

Para avaliar qual seria 0 meio de cultura mais adequado para a determinacdo da
concentragéo inibitoria minima de Adn, as bactérias B. subtilis (F41923/PY79), E. coli
(ATCC25922), P. aeruginosa (ATCC29853), S. typhimurium LT2 (ATCC 19585), S.
aureus (ATCC29213), S. epidermidis (ATCC12228) foram cultivadas em meio LB-agar
por 24 horas a 37°C. A seguir, uma col6nia de cada bactéria foi inoculada nos meios de
cultura Mueller Hinton, M9 (Alegria et al., 2016), M9 suplementado com glicose
(Dwyer et al., 2014); M9 suplementado com aminoacidos e vitaminas (Washburn et al.,

2001) ou meio de cultura minimo sintérico (AAM) (Rudin et al., 1957) e as culturas
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foram incubadas a 37°C e 250RPM por 16 horas. Ao final do crescimento, as células

foram quantificadas por espectrometria a 600nm.

4.15 Determinacao da concentracéo inibitéria minima (MIC)

B. subtilis (F41923/PY79), E. coli (ATCC25922), P. aeruginosa (ATCC29853),
S. typhimurium LT2 (ATCC 19585), S. aureus (ATCC29213), S. epidermidis
(ATCC12228) foram cultivadas em meio LB-&gar por 24 horas a 37°C. A seguir,
coldnias uniformes de cada uma das bactérias foram coletadas e diluidas em solucéao
salina 0.9%. A concentracdo celular foi estimada através de espectrofotometria
(A=600nm) ¢ ajustada para ~10° unidades formadora de colonia (UFC). Posteriormente,
as células foram adicionadas ao meio de cultura Mueller Hinton contendo concentracdes
variaveis de Adn (500 uM, 250 uM, 125 uM, 62.5 uM, 31.2 uM e 15.6 uM) passando
entdo a apresentar uma densidade celular de ~10° UFC, e as culturas foram incubadas
por 24 horas a 37°C. Como controle positivo foram utilizadas culturas sem a adicdo de
nenhum composto e, como controle negativo, sem a adi¢do de células. A concentracdo

celular foi entdo estimada através de espectrofotometria (A=600nm) (CLSI, 2015).

4.16 Permeabilizacdo da membrana externa (ME) de E. coli

E. coli ATCC25922 foi cultivada em meio LB-agar por 24 horas a 37°C. A
seguir, col6nias uniformes de cada uma das bactérias foram coletadas e diluidas em
solucdo salina 0.9%. A concentracdo celular foi estimada através de espectrofotometria
(A=600nm) e ajustada para ~10° UFC. Posteriormente, as células foram adicionadas ao
meio de cultura Mueller Hinton contendo concentragfes crescentes de EDTA (0, 0.4,
0.5,0.6,0.7,0.8,.09e 1 mM ) ou PMBN (0, 0.15, 0.3, 0.6 ou 1.2 pg/ml) na presenca ou
auséncia de Adn (0, 16.6, 31.2, 62.5, 125, 250 ¢ 500 uM para EDTA e 200 uM para
PMBN). Nesse estagio, as culturas passaram a apresentar uma concentracdo de células
de 10° UFC, as quais foram incubadas por 24 horas, a 37°C, sendo entdo quantificadas
espectrofotometricamente a 600nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A secdo de Resultados e Discussédo sera apresentada em quatro subsecfes com o
objetivo de facilitar sua compreensdo. A primeira subsecdo (5.1) discorrerd sobre os
efeitos inibitorios de Adn sobre AhpC contendo Thr ou Ser na TC, bem como sobre
seus sistemas redutores (Trx/TrxR e AhpF), a qual deu origem a uma solicitacdo de
propriedade intelectual (Apéndice A) e a um manuscrito que investiga as interacdes
moleculares entre enzimas contendo Thr ou Ser na TC (Apéndice B). A segunda
subsecdo (5.3) aborda a triagem de compostos naturais oriundos da biota floristica do
estado de Sao Paulo na busca de novos inibidores de AhpC e de seus sistemas redutores,
cujos resultados foram compilados em uma solicitacdo de patente (Apéndice C) e
também serviu de base para a elaboracdo de uma revisdo de peroxirredoxinas de
microorganismos patogénicos (Apéndice D). A terceira subsecdo (5.3) reside em
observacGes fundamentadas nas nossas descobertas e comp&em um manuscrito
abordando os aspectos relacionados a eventos de superoxidacdo em Prx 2-Cys tipicas
contendo Thr ou Ser na TC, assim como a diferenca dessas proteinas na interacdo com
ligantes (Apéndice E). Finalmente, a quarta e Ultima subsecdo (5.4) se refere a
caracterizacdo de uma tiol proteina Unica de patdgenos cujos resultados foram

publicados em periddico de circulacdo internacional (Apéndice F).

5.1 Inibi¢éo de AhpC contendo Thr ou Ser na TC por Adn
5.1.1 Obtencéo de AhpC selvagens e contendo a mutacdo Thr & Ser
Uma vez que temos como ponto de partida que as Prx 2-Cys tipicas de levedura
que contém Thr (Tsal) ou Ser (Tsa2) apresentaram diferencas na inibi¢do por Adn e a
substituicdo da Thr por Ser é rara em eucariotos mas mais frequente em bactérias,
iniciamos este trabalho efetuando as clonagens génicas de AhpCs (Prx 2-Cys tipicas) de
espécies bacterianas contendo Thr (E. coli, P. aeruginosa e S. typhimurium) ou Ser (B.
subtilis, S. aureus e S. epidermidis) como parte da TC. Em seguida foram padronizadas
as condicdes de expressdo e purificacdo destas enzimas e, ap0s padronizacdo, foi
possivel obter todas as peroxidases com alto grau de pureza (>95%) e alto rendimento
na expressdo (14 - 25mg por litro de cultura de células) (Figura 5). Em seguida foram
efetuadas as mutacGes sitio dirigidas para a obtencdo de proteinas mutantes contendo
CT44S

substituicdes pontuais da Thr—Ser da TC de E. coli (EcAhp
(PaAhpC™®) e S. typhimurium (StAhpC™*) e Ser— Thr de B. subtilis (BsAhpC>*"),

), P. aeruginosa
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S. aureus (SaAhpC>™") e S. epidermidis (SeAhpC>™"). Ap0s padronizadas as condi¢des
de expressao/purificacdo para cada proteina também foi possivel obter as enzimas

mutantes com alto grau de pureza (>95%) e rendimento satisfatério (10-18 mg/L de

cultura) (Figura 5).
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Figura 5: Resultados das purificaces das AhpCs contendo Thr ou Ser como parte da TC. Em todas
as figuras sdo apresentadas as purificagdes de AhpCs selvagens e mutantes por IMAC utilizando
gradiente de imidazol. Em todas as figuras na lane 1 foi aplicado o marcador de massa molecular, nas
lanes 2 e 6 as fragdes insollveis, nas lanes 3 e 7 as fracBes solUveis, nas lanes 4 e 8 a fragdes eluidas com
5mM de imidazol, nas lanes 5 e 9 as fracdes eluidas com 300 mM de imidazol. A) AhpC selvagem de E.
coli (EcAhpC™") (lanes 2-5) e mutante (EcAhpC™*%) (lanes 6-9). B) AhpC selvagem de P. aeruginosa
(PaAhpC"") (lanes 2-5) e mutante (PaAhpC™*) (lanes 6-9). C) AhpC selvagem de S. typhimurium
(SaAhpC"'T) (lanes 2-5) e mutante (StAhpC™*%) (lanes 6-9). D) AhpC de B. subtilis (BsAhpC"") (lanes
2-5) e mutante (BsAhpC*"), E) AhpC de S. aureus (SaAhpC"") (lanes 2-5) e mutante (SaAhpC>*®T)
(lanes 6-9) e F) AhpC de S. epidermidis (SeAhpC"") (lanes 2-5) e mutante (SeAhpC**®") (lanes 6-9). Os
asteriscos (*) denotam bandas referentes a dimeros das enzimas.
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5.1.2 Avaliacéo da inibicdo de AhpC por Adn através de ensaio de oxidacdo de DTT

A metodologia para avaliacdo da atividade peroxidasica de AhpC testada que se
mostrou inicialmente mais adequada foi a de oxidagdo do DTT (Tairum et al., 2012).
Nesse ensaio, apos a reducdo do hidroperoxido, o dissulfeto formado entre as cisteinas
de AhpC é reduzido pelo DTT que, por sua vez, assume a sua forma oxidada ciclica que
pode ser monitorada espectrofotometricamente a 310 nm. Para este ensaio, foi utilizado
0 hidroperoxido de cumeno (CHP) em razdo de sua menor reducdo pelo DTT e,
consequentemente, menor formacao de artefatos metodologicos.

Dessa forma, avaliamos a atividade inibitoria de Adn sobre enzimas AhpC
selvagens de E. coli, P. aeruginosa e S. typhimurium, as quais contém uma Thr como
parte da TC e também mutantes carreando a substituicdo de Thr—Ser (Figura 6). Os
resultados revelaram que Adn é capaz de inibir tanto as proteinas selvagens quanto as
proteinas mutantes, no entanto a inibicdo de proteinas contendo a substituicdo Thr —
Ser (Figura 6) foi sutilmente maior. Curiosamente para ECAhpC e PaAhpC as mutacdes
levaram, aparentemente, a uma maior velocidade da reacdo (Figuras 6A e 6D; Figuras
6B e 6E).
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Figura 6: Avalia¢do da inibicdo da atividade de AhpC contendo Thr na TC e mutantes Thr—Ser
através do ensaio de oxidagdo de DTT. Para os ensaios foi utilizado 25 pM de EcAhpC"' (A),
PaAhpC™T (B), StAhpC*'™ (C), EcAhpC™*® (D), PaAhpC™* (E) e StAhpC™*° (F), tratadas (®) e néo
tratadas (W) com Adn. As proteinas foram incubadas com DTT (10 mM) em tampdo (HEPES 50 mM,
pH=7.0), azida sodica (1 mM) e DTPA (0.1 mM) e as reacBes foram iniciadas pela adi¢cdo de CHP (2
mM) e monitoradas espectrofotometricamente a 310 nm a 30°C por 10 minutos. Como controle negativo,
foram utilizadas reacGes sem a adi¢do das proteinas (A).
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Também avaliamos a inibicdo por Adn sobre AhpCs contendo naturalmente Ser
na TC bem como os mutantes contendo a substituicdo Ser—Thr das bactérias B.
subtilis, S. aureus e S. epidermidis. De forma geral tanto as proteinas selvagens quanto
as contendo a substituicdo Ser—Thr apresentaram decréscimo na atividade peroxidasica
em razdo do tratamento com Adn (Figura 7). Entretanto, para as AhpCs de B. subtilis e
S. epidermidis selvagens, que possuem Ser na TC, foi possivel detectar uma diminuicéo
da velocidade de reacdo mais acentuada do que para oS mutantes contendo a
substituicdo Ser—Thr (Figuras 7A e 7D; Figuras 7B e 7E).
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Figura 7: Avaliagdo da inibicdo da atividade de AhpC contendo Ser na TC e mutantes Ser—Thr
através do ensaio de oxidagdo de DTT. Para os ensaios 25 pM de BsAhpC"" (A), SaAhpC"VT (B),
SeAhpCYT (C), BsAhpCS*T (D), SaAhpC>*T (E) e SeAhpC3*T (F), tratadas (®) e nio tratadas (M) com
Adn (20 eq.), foram incubadas com DTT (10mM) em tampdo HEPES (50mM, pH=7.0), azida 1mM e
DTPA (0.1) mM. As reacBes foram iniciadas pela adicdo de CHP (2mM) e monitoradas
espectrofotometricamente em 310 nm/30°C/10 minutos. Como controle negativo, foram utilizadas
reacOes sem a adi¢do das proteinas (A).

Para se averiguar possiveis diferencas na inibicdo de enzimas contendo Thr ou
Ser na TC foram determinadas as velocidades iniciais (vp) das reacbes com AhpC
tratadas ou ndo com Adn (Tabela 3). As enzimas selvagens de E. coli, P. aeruginosa e
S. typhimurium, as quais contém naturalmente Thr como parte de TC, tiveram 0s
menores decréscimos de vy (16 -37%) em razdo do tratamento com Adn, engquanto que
as AhpCs"T de B. subtilis, S. aureus e S. epidermidis, que possuem Ser, tiveram
decréscimos de vy substancialmente maiores (61-84%) indicando que Adn é capaz de

inibir mais eficientemente enzimas que contem Ser como parte da TC.
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Em acordo com os dados obtidos para as proteinas selvagens, a substituicdo de
Thr por Ser resultou em um decréscimo mais acentuado de vo das enzimas de E. coli, P.
aeruginosa e S. typhimurium (47 -58%) e de maneira inversa aumentou a refratividade a
inibicdo por Adn quando enzimas de B. subtilis, S. aureus e S. epidermidis que
possuiam naturalmente Ser tiveram o residuo mutado por Thr (24 -74%). De forma
geral, estes resultados revelam que Adn é capaz de inibir AhpCs, o que torna Adn o
primeiro inibidor descrito para Prx 2-Cys bacterianas. Os resultados também sugerem
que as substituigdes naturais Thr 2 Ser podem estar envolvidas em uma menor (Thr) ou
maior (Ser) suscetibilidade da inibi¢do por Adn.

Também foi possivel constatar que as substituicdes de Thr por Ser nas enzimas
EcAhpC e PaAhpC, elevou significativamente a vy das reagdes (Voecanpcwr=10.53 *
0.75 uMs™ / Voecanpctass=16.29 £ 0.23 pMs™ e Vopaanpcwr=9.36 + 0.13 uMs™ /
VopaahpcT23s=18.08 = 0.11 uMs™?), enquanto para a enzima StAhpC o aumento foi
bastante discreto e dentro da margem de erro (Vostanpcwt=8.03 %= 0.83 pMs
1/v05tAhpCT44s: 8.63 + 1.23 uMs'l). De maneira inversa para as enzimas SeAhpC e
BsAhpC, que contém naturalmente a Ser como parte de TC, foi observado um
decréscimo da velocidade inicial quando este residuo foi substituido por uma Thr
(VoseanpcwT=15.88 % 0.78 UMS™ / Voseanpcsast=11.05 + 1.37 UMs™ € Vopsanpcwr=19.49 +
1.40 pMs?/ VoBsanpcTa4s=15.80 + 0.06 uMs™), enquanto que para a enzima SaAhpC néo
houve alteragao significativa (Vosaanpcwt=12.04 + 0.73 uMs Nostanpcrass= 12.86 + 1.52
uMs™). Em conjunto, os resultados indicam que fatores adicionais as substituicdes da
Thr/Ser da TC estdo envolvidos em uma maior ou menor atividade de decomposicao de
hidroperdxidos, o que pode estar relacionado com diferencas na suscetibilidade a
superoxidacdo, levando a implicacGes funcionais como atividade de chaperona ou
eventos de transducdo de sinal, ou mesmo maior afinidade por diferentes substratos
(Lee et al., 2016; Rhee, 2016). De fato, estes resultados, nos motivaram a investigacoes
que serdo apresentadas na se¢édo 5.3, que avaliaram a suscetibilidade a superoxidagéo de

Prx 2-Cys tipicas contendo Thr ou Ser na TC.
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Tabela 3: Velocidade inicial (vo) de enzimas AhpCs contendo Thr ou Ser como parte da TC de
diferentes espécies de bactérias tratadas (Adn+) ou ndo (Adn-) com o inibidor Adn. As enzimas
selvagens analisadas sdo de E. coli, P. aeruginosa, S. typhimurium, B. subtilis, S. aureus e S. epidermidis
e as enzimas mutantes contém substitui¢Bes reciprocas ThraSer. As fontes em preto denotam enzimas
com Thr como parte da TC e as em vermelho aquelas que possuem Ser.

Vo (“M [-nin—l “MF.nz_\-ch)

Enzyme Adn - Adn + Decrease (<)
EcAhpCWT 10.53 (£0.75)  6.69 (£0.13) 37%
EcAhpCIS 16,29 (£0.23)  7.16 (£0.73) 58%
PaAhpCW! 9.36 (£0.13)  6.52(x1.67) 30%
PaAhpCT13 18.18 (£0.11)  10.00 (+0.68) 47%
StAhpCWI 8.03(£0.83)  6.77 (+£0.61) 16%
StAhpCT#s 8.63(£1.23)  3.83(+0.69) 56%
BsAhpCWT 19.49 (£1.40)  3.21 (+0.09) 84%
BsAhpCS#T 15.80 (£0.06)  4.17 (+0.06) 74%
SaAhpCW! 12.04 (£0.73)  4.84 (£1.62) 61%
SaAhpCS#6T 12.86 (+1.52)  4.83(+0.54) 63%
SeAhpCW! 15.88 (+0.78)  5.14 (+0.14) 68%
SeAhpCS#eT 11.05 (+1.37) 8.49(%1.18) 24%

5.1.3 Avaliacao de inibicdo de AhpC por Adn pelo ensaio acoplado de oxidacédo de
NADPH

Embora o ensaio de oxidacdo do DTT apresentado no topico anterior seja
bastante informativo, pois se baseia na reducdo das AhpCs por um agente quimico
(DTT) e consiste em um método de andlise relativamente rapido para avaliacdo de
inibidores, um artefato intrinseco da metodologia reside no fato que o DTT é capaz de
reduzir ndo s6 as Prx, mas também o proprio hidroperoxido. Apesar deste artefato ser
bastante minimizado com a utilizacdo de um hidroperéxido organico (CHP) (Tairum et
al., 2012) ainda representa uma barreira para obtencdo de dados com parametros
cinéticos mais confiaveis pois as variacdes de absorbancia sdo bastante sutis (Figuras 6
ev).

Visando averiguar a inibicdo por Adn por um método com menor artefato
metodologico, utilizamos também o ensaio acoplado de oxidacdo do NADPH. Apesar
deste ensaio ser mais trabalhoso, pois envolve a expressdo de trés enzimas distintas
(AhpC, Trx e TrxR), ele é mais confiavel pois a variacdo de absorbancia é
significativamente maior que a do ensaio de oxidagcdo do DTT e ndo ocorre consumo de
reagentes do sistema (NADPH ou hidroperoxido) por enzimas do sistema redutor ou

componentes do ensaio (e.g. DTT). Para efetuarmos este ensaio clonamos e
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padronizamos a expressdo e purificacdo de Trx e TrxR de E. coli (Figura 8C) e, em
seguida, reconstituimos o sistema redutor in vitro e avaliamos a atividade peroxidasica
de EcAhpC"T e EcAhpC™*° previamente tratadas com Adn (20 equivalentes molares)

(Figuras 8A e 8B).
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Figura 8: Ensaio acoplado de oxidacdo de NADPH e resultado de expressdo e purificacdo de
EcTrx1 e EcTrxR. Avaliacéo de inibicdo da atividade peroxidésica de EcAhpC por Adn: EcAhpC™T (A)
ou EcAhpC™*5(B) reduzidas e dessalinizadas foram tratadas com 20 equivalentes molares de Adn (®) por
uma hora em temperatura ambiente. Em seguida as proteinas foram novamente dessalinizadas para a
remocdo do excesso de composto e sua atividade peroxidasica foi analisada através de ensaio de oxidagéo
de NADPH. Para isso, 3uM das proteinas tratadas foram adicionadas a rea¢8es contendo EcTrx (6 pM),
EcTrxR (0.9uM), NADPH (150 uM), HEPES (50 mM, pH=7.0), DTPA (100 pM) e azida sodica (1 mM).
As reacGes foram incubadas a 37°C por 3 minutos antes de serem iniciadas pela adi¢do de H,O, (500 uM)
e monitoradas espectrofotometricamente a 340 nm, 37°C, por 5 minutos. Como controle positivo de
atividade peroxidasica foram utilizadas reagées em que EcAhpC"'" ndo foi previamente tratada com Adn
(m) e, como controle negativo, foram utilizadas reacdes sem ECAhpC"' (A).(C) SDS PAGE corado por
comassie blue contendo o resultado de purificacdo por IMAC de EcTrx1 e EcTrxR Lanel — Marcador de
peso molecular ProteinRuler Il (TransGen); Lanes 2 e 8 — Extrato insoltvel de Trx1 e TrxR; Lanes 3e 9 —
extrato soltvel de Trx1 e TrxR; Lanes 4 a 7 e 10 a 13 — Aliquotas referentes a eluicdo de EcTrxl e
EcTrxR, respectivamente, com 5mM, 50mM, 100mM e 500mM de imidazol.

Como pode ser observado nas figuras 8A e 8B, nas condigdes experimentais
testadas, a Adn foi capaz de inibir eficientemente EcAhpCY™ e EcAhpC™. A
determinagcéo da velocidade inicial revela que tanto para ECAhpCY" (Vogcanpcwr= 7.94 +
0.87 uMs™ e vo_Adngcappcwr= 0.88 = 0.12 uMs™) quanto para EcAhpC™*®
(VoecanpcTa4s= 8.20 £ 0.16 pMs™ e vo_Adngcanpcrass= 1.81 £0.65 puMs™) houve forte
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inibicdo sendo que o Vo teve decréscimo proporcionalmente maior para EcAhpCY' que
EcAhpC™*° (~90 e 80%). Estes resultados contrastam com os obtidos por DTT, onde
uma inibicdo maior foi observada para as enzimas contendo Ser na TC (Figuras6e 7 e
Tabela 3). Entretanto, é importante ressaltar que, para ambos os ensaios, foi seguido o
protocolo descrito por Liu e colaboradores para Prxs humanas, que utiliza quantidades
elevadas de Adn (20 equivalentes molares), o que pode representar um excesso
demasiado de composto em relacdo a enzima bacteriana. Neste contexto, optamos por
determinar o ICs; aparente para EcAhpCY'" e EcCAhpC™*®, que serdo utilizadas como
modelos para as AhpC deste ponto em diante.

5.1.4 Determinacéo do ICs aparente pelo ensaio acoplado de oxida¢éo de NADPH

C™S  as enzimas reduzidas e

Para determinar o 1Csq para ECAhpC e EcAhp
dessalinizadas foram tratadas com quantidades crescentes de Adn, representando
diferentes razdes estequiométricas (0.5, 1, 2.5, 5 e 10 equivalentes molares). A seguir,
as proteinas tratadas foram analisadas através de ensaio de oxidacdo do NADPH e

ensaio de oxidagdo em SDS-PAGE (Figura 9).
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Figura 9: Inibicdo da formagéo de dissulfeto intermolecular e atividade peroxidasica de EcAhpC*'"
e EcCAhpC™* por Adn. As proteinas ECAhpC"" (A) e ECAhpC™** (B) foram reduzidas com 5mM de
DTT por 1 hora (lane 1) e, em seguida, dessalinizadas para a remocdo do excesso de redutor (lane 2).
Aliquotas contendo 10uM das enzimas reduzidas e dessalinizadas foram tratadas com concentragdes
variadas de Adn (0.5, 1, 2.5, 5 e 10 equivalentes molares - lanes 4, 5, 6, 7 e 8, respectivamente) por 1 hora
e posteriormente oxidadas com 5 equivalentes molares de H,O, por 30 minutos. As reacbes foram
paralisadas com a adicéo de stop buffer (Tris 50mM pH6.8, NEM 50mM, SDS 2%, glicerol 10%, azul de
bromofenol 0.1%) e analisadas em SDS-PAGE néo redutor corado com comassie blue. A lane 3
representa a proteina reduzida/dessalinizada e posteriormente oxidada, sem tratamento com Adn. Os
procedimentos foram realizados em temperatura ambiente. Inibicdo da atividade peroxidasica de
EcAhpC"™ e EcAhpC™* por Adn. EcAhpC"" (C) e EcAhpC™* (D) reduzidas e dessalinizadas foram
tratadas com concentragdes variaveis de Adn (0.5 -, 1 - A e 2.5 - ¥ equivalentes molares) por 1 hora
em temperatura ambiente e posteriormente dessalinizadas novamente. A seguir, 3uM das proteinas
tratadas foram adicionadas a reagdes contendo EcTrx1 6uM, EcTrxR 0.9uM, NADPH 150uM, HEPES
50mM pH 7.0, DTPA 100uM e azida sodica 1ImM. As reagdes foram incubadas a 37°C por 3 minutos
antes de serem iniciadas pela adi¢do de H,0, 500pM e monitoradas espectrofotometricamente a 340nm,
37°C, por 5 minutos. Como controle positivo foram utilizadas reacfes em que as proteinas ndo foram
previamente tratadas com Adn (®) e, como controle negativo, foram utilizadas reacfes sem a adi¢do de
AhpC (4). As velocidades iniciais de cada reacdo foram calculadas, transformadas em valores de
porcentagem e plotadas para o calculo dos valores de ICs, de Adn para EcCAhpCY™ (E) e ECAhpC™* (F).

Uma vez que a ligacdo de Adn as cisteinas envolvidas no ciclo catalitico das Prx
impede a formacgdo do dissulfeto intermolecular, este aspecto pode ser observado
através de SDS-PAGE néo redutor. Dessa forma, a por¢do de proteina que nédo estiver
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ligada a Adn apresenta sua forma oligomérica usual, caracterizada por dimeros unidos
por dissulfeto (~44 kDa), enquanto que a porcdo de proteina ligada a Adn serd
visualizada no gel como monémeros (~22kDa) devido a sua incapacidade de formar
dissulfetos. Para isso, foi separada uma aliquota de proteina apds o tratamento com cada
concentracdo de Adn, seguido por dessalinizacdo, e adicionado 5 equivalentes molares
(em relacdo a concentracdo da proteina) de H,O,, sendo a reacdo incubada por 30
minutos a temperatura ambiente e posteriormente analisada por SDS-PAGE ndo
redutor. Os resultados revelam que quanto maior a dose de Adn aplicada maior foi a
inibicdo da formacdo de dissulfetos intermoleculares (Figuras 9A e 9B). Este método
também permite avaliar o estado redox prévio ao tratamento com Adn, uma vez que as
proteinas em dissulfeto impediriam a ligacdo de Adn.

Em seguida foram efetuados ensaios de oxidacdo de NADPH com enzimas
tratadas com as concentracdes de Adn utilizadas no ensaio em SDS-PAGE (Figuras 9C
e 9D). Os resultados revelaram que mesmo doses estequimomeétricas de Adn (0.5 eq.)
foram capazes de inibir fortemente a atividade das enzimas resultando em um ICsg
aparente de 0.481 + 0.024 uM para EcAhpC"" e 0.452 + 0.026 pM para EcAhpC™#*
(Figuras 9E e 9F), cerca de 50 x menor do que o determinado para Prx2 humana e 5 x
menor que o determinado para Prx1 utilizando um método semelhante (Liu et al.,
2012). Entretanto, a metodologia de Liu e colaboradores para a obtencdo do 1Cs de Adn
para Prx1 e Prx2 humanas nao descreve a remocao do excesso de Adn da amostra apds
o0 tratamento com o composto. Visto que neste trabalho os autores utilizaram excessos
de 2.3 a 23 equivalentes molares para atingir a inibicdo de metade da atividade
peroxidasica, as moléculas de Adn que ndo se ligaram a Prx poderiam se ligar as
proteinas do sistema Trx, como posteriormente foi demonstrado ser possivel (Soethoudt
et al., 2014; Muchowicz et al., 2014). Foi demonstrado ainda que TrxR humana é
fortemente inibida por Adn (Soethoudt et al., 2014) e, dessa forma, o ICsy de Adn para
as Prx humanas determinado por Liu e colaboradores pode estar superestimado. De fato,
esse fenébmeno foi observado em Tsal e sistema Trx de S. cerevisiae durante 0 meu
mestrado, em que foi demonstrado que a utilizacdo de Tsal tratada com Adn e néo
dessalinizada apresentava menor atividade peroxidasica do que a proteina dessalinizada
apos o tratamento (Figura 10 - ¢ e m, respectivamente), indicando possivel interagdo do
excesso de composto com o sistema redutor. No presente trabalho, tivemos o cuidado de

dessalinizar todas as amostras apds o tratamento com Adn e demais compostos para a
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remocao do excesso de ligante, impedindo que houvesse interferéncia deste sobre as
demais proteinas do sistema. Adicionalmente, ainda é possivel observar na figura 10
que, mesmo utilizando 30 equivalentes molares de Adn no tratamento de Tsal, a
inibicdo promovida por esse composto é significativamente menor do que a inibigédo de
EcAhpC apds o tratamento com apenas 2.5 equivalentes molares (Figura 9). Neste
contexto, os dados obtidos inicialmente indicam uma inibicdo por Adn bastante
significativa tanto de ECAhpC™" quanto de ECAhpC™*® em comparacéo com proteinas

de eucariotos.
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Figura 10: Ensaio de inibi¢do do sistema redutor de Tsal por Adn. A inibi¢cdo da atividade
peroxidasica de Tsal por adenantina foi analisada através de ensaio de oxidacdo de NADPH no qual a
proteina foi reduzida com 20mM de DTT por 30 minutos, dessalinizada em coluna PD-10 (GE
Healthcare) para a retirada do excesso de redutor e tratada com 30 equivalentes molares de Adn por 1
hora em temperatura ambiente. A seguir, 1uM de Tsal"" tratada, com e sem excesso de Adn (¢ e m,
respectivamente), foi adicionada a 2uM de Trx1, 0.3uM de TrxR1 e 150uM de NADPH, e as reacdes
foram entdo iniciadas pela adi¢do de 150uM de H,O, e monitoradas espectrofotometricamente a 340nm.
Como controle, foram utilizadas reagdes em que Tsal ndo foi tratada com Adn (e) e sem a adigdo de
Tsal (A).

5.1.5 Avaliacdo de inibicdo de Adn sobre proteinas do sistema redutor de EcAhpC
(EcTrx1, ECTrxR e EcAhpF)

Além de verificar a possibilidade de inibicdo de AhpCs, este trabalho também se
prop0s a avaliar se ocorre a inibicdo de enzimas do seu sistema redutor e, nesse sentido,
nosso préximo passo foi avaliar se Adn é capaz de inibir as enzimas EcTrx1, ECTrxR e
EcAhpF. Para tanto, as enzimas reduzidas foram tratadas com Adn, o excesso removido
por gel filtragdo e a atividade de EcTrx1 e ECTrxR foi avaliada pelo ensaio acoplado de
NADPH (Figuras 11A e 11B). No caso de EcCAhpF, apos a clonagem e padronizacéao de
expressdo e purificagdo (Figura 11D), a enzima reduzida foi tratada com Adn e sua

atividade foi avaliada pelo ensaio de reducdo de DTNB (Figura 11C).
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Figura 11: Avaliag¢do de inibicio de sistemas redutores de AhpC por Adn. Ensaios de inibigdo de
EcTrx1 (A), ECTrxR (B) e EcAhpF (C). Para a realizacdo dos ensaios as enzimas previamente reduzidas
com DTT e dessalinizadas foram tratadas com 20 equivalentes molares de Adn (®) por uma hora em
temperatura ambiente. A seguir, as proteinas foram novamente dessalinizadas para a remogdo do excesso
de composto e sua atividade peroxidasica foi analisada através de ensaio de oxidagdo de NADPH (EcTrx1
e EcTrxR) ou reducdo de DTNB (EcAhpF). Para os ensaios de oxidagdo de NADPH, foram utilizadas
reacdes contendo 3uM de ECAhpC"", EcTrx 6uM, ECTrxR 0.9uM, NADPH 150uM, HEPES 50mM pH
= 7.0, DTPA 100uM e azida sédica 1mM. As rea¢des foram incubadas a 37°C por 3 minutos antes de
serem iniciadas pela adicdo de H,0,500uM e monitoradas espectrofotometricamente a 340nm, 37°C, por
5 minutos. Para o ensaio de reducdo de DTNB foram utilizadas rea¢Ges contendo EcAhpF 0.5 uM, DTNB
500 uM, DTPA 500 puM e fosfato de sédio 100 mM pH=7.0. As reac¢bes foram incubadas por 3 minutos
antes de serem iniciadas pela adicdo de NADPH 300 pM. O monitoramento da formacdo de TNB foi
realizado espectrofotometricamente a 412 nm, 37°C, por 5 minutos. Para todos os ensaios, foram
utilizadas reagdes em que a proteinas em questdo nao foi previamente tratadas com adenantina (M) e,
como controle negativo, foram utilizadas reacdes em que ndo foi adicionada EcAhpC"" (A). D)
Expresséo e purificacdo de EcAhpF. Na lane 1 foi aplicado o marcador molecular Protein Ruler 11
(TransGen); nas lanes 3-5 as aliquotas da eluigdo de AhpF em 5, 50, 100 e 500 mM de imidazol.

Assim como observado para as Trx de humanos e levedura, a Adn também foi
capaz de inibir a atividade da enzima EcTrxl (Voectna= 7.55 * 0.09 uMs™ e
Vo_Adngerna= 1.63 + 0.15 uMs™) (Figura 11A). Entretanto, assim como para EcAhpC, a
inibicdo de Adn sobre a enzima bacteriana foi bastante superior quando comparada as
enzimas de eucariotos. Muchowicz e colaboradores (2014) determinaram um ICs para
Trx humana de 10.9 £ 1.6uM utilizando reagdes contendo 0.25 UM da enzima, o que
resulta em um excesso de ~43 equivalentes molares de Adn no tratamento de Trx.

Adicionalmente, durante meu mestrado, testei a inibicdo de Adn sobre Trx de S.
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cerevisiae e pude observar que 30 equivalentes molares desse composto foram capazes
de inibir parcialmente a atividade peroxidasica de ScTrx1 (Figura 12). Por outro lado, o
presente trabalho demonstra que 20 equivalentes molares de Adn sdo capazes de inibir a
atividade de EcTrx1 quase que totalmente (Figura 11A). Em conjunto, esses dados
indicam que EcTrx1 apresenta maior afinidade por Adn do que Trx de eucariotos e,

potencialmente, apresentaria maior toxicidade para organismos procariotos.

1004

NADPH (uM)

504

Time (min)

Figura 12: Ensaio de oxida¢do de NADPH com o sistema Trx de S. cerevisiae pré-tratado com Adn.
ScTrx1 e ScTrxR1 reduzidas foram tratadas com 30 equivalentes molares de adenantina por uma hora,
em temperatura ambiente, e posteriormente dessalinizadas para a retirada do excesso do ligante. A seguir,
2UM de ScTrx1 pré-tratada com Adn foi incubada com 1 uM de Tsal, 0.3uM de ScTrxR1 (ndo tratada) e
150uM de NADPH (V) e 0.3uM de ScTrxR1 pré-tratada com Adn foi incubada com 1 uM de Tsal, 2uM
de ScTrx1 (ndo-tratada) e 150uM de NADPH (). As reacGes foram iniciadas pela adi¢do de 200uM de
H,O, e a oxidacdo do NADPH foi monitorada espectrofotometricamente a 340nm, a 30°C. Como
controle positivo foram utilizadas reacfes em que nenhuma proteina foi tratada com Adn (®) e, como
controle negativo, reacdes sem a adicdo de ScTrx1 ou ScTrxR1 (A). Como comparativo, foi utilizada
reacdo em que apenas Tsal foi tratada com Adn (M).

Entretanto, diferentemente para o observado para as TrxR de leveduras e
humanos, ECTrxR néo foi inibida pelo tratamento com Adn (Figura 11B). Cabe ressaltar
que a enzima TrxR de humanos é uma selenoproteina em que a selenocisteina catalitica
se localiza em um prolongamento C-terminal da enzima e é exposta ao solvente e
acessivel a Adn. Também ndo detectamos a inibicdo de ECAhpF por Adn (Figura 11C),
0 que também pode estar relacionada com a acessibilidade das Cys reativas. Para
verificar esta possibilidade avaliamos a estrutura dessas enzimas. AhpC possui um sitio
ativo bastante largo e o Sy de Cysp fica parcialmente acessivel (Figura 13A) o que é
condizente com os resultados obtidos que indicam inibicdo de AhpC por meio da
ligagdo as cisteinas. Da mesma forma, a cisteina reativa de EcTrx1 se encontra na
superficie da molécula quando ela se encontra no estado reduzido (Figura 13B), ou seja,
apta para reduzir o dissulfeto de AhpC e, portanto, acessivel a Adn. Por sua vez, a

enzima ECTrxR apresenta um nivel maior de complexidade. Esta enzima possui dois
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dominios estruturais globulares (dominio de FAD e dominio de NADPH) que se
alternam em dois estados estruturais denominados FO (oxidada) e FR (reduzida) em
razdo de uma torsdo de um dominio em relacdo ao outro (Oliveira et al., 2010). Cabe
ressaltar que nas TrxR de mamiferos, a estrutura € bastante distinta e ndo ocorrem
alteracdes moleculares estruturais significativas como nas proteinas de bactérias e
leveduras. Em meio liquido, TrxR de leveduras e bactérias se apresentam em equilibrio
dindmico entre as formas FO e FR. No entanto, quando sdo cristalizadas, sempre se
obtém o estado FO, no qual as cisteinas estdo enterradas na estrutura. Entretanto,
quando EcTrxR é mutada (substituicdo da cisteina reativa por Ser - Cys™ —Ser) e
cristalizada com a Trx também mutada (substituicdo da cisteina de resolucdo por Ser -
Cys®¥—Ser) se obtém um complexo Trx-TrxR em que a conformagdo de TrxR se
encontra no seu estado reduzido (FR) (Lennon et al., 2000). Neste contexto, para as
analises de acessibilidade utilizamos o complexo de Trx-TrxR de E. coli descrito por
Lennon e colegas (pdb: 1F6M). Para tanto foram retiradas as cadeias de EcTr,
deixando somente as cadeias de EcTrxR. Foi possivel constatar que a Cys reativa de
TrxR se encontra parcialmente enterrada na estrutura proteica o que pode dificultar ou

impedir o acesso de compostos como Adn (Figura 13C).
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Figura 13: Superficies moleculares de AhpC e de enzimas de sistemas redutores e quantificacdo de
cisteinas livres em EcTrxR e ScTrxR. Superficies moleculares de StAhpC (pdb: 4MA9) (A), EcTrx1l
(pdb: 2TRX) (B), EcTrxR (pdb: 1F6M) (C) e StAhpF (pdb: 1HYU) (D). As enzimas estdo representadas
em cinza e as cisteinas reativas em laranja. Para ECAhpC os residuos da TC, Thr/Ser e Arg, estdo
coloridos em vermelho e azul, respectivamente. A Phe que efetua uma ligacdo CH--m com Thr/Ser esta
colorida em magenta. A magnificagdo da regido do sitio ativo contendo a cisteinas cataliticas é demarcada
em todas as figuras pelo quadrado. Para avaliar a acessibilidade de cisteinas de TrxR de E. coli e S.
cerevisiae foi avaliada a quantidade de cisteinas livres das proteinas pelo método de DTNB de acordo
com o que segue: 20 uM de EcTrxR (E) reduzida e dessalinizada foi adicionada a reagdes contendo 200
UM de DTNB e tampéo denaturante (Tris 30mM pH7, guanidina 6M) ou ndo denaturante (Tris 30mM
pH=7,0). As reacBes foram incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo de luz, sendo
posteriormente analisadas espectrofotometricamente a 412 nm. Como comparativo, 0 mesmo ensaio foi
realizado para TrxR de S. cerevisiae (ScTrxR) (F), a qual apresentou inibicdo por Adn.

De forma similar, também existem complicadores para a analise estrutural de
AhpF (Figura 13D). Esta enzima possui dois centros redox contendo cisteinas. Um
centro fica em um dominio denominado de NTD (N Terminal Domain) onde ocorrem
dois enovelamentos contiguos de Trx e contém um par de cisteinas envolvidas na
reducdo de AhpC (Cys'® e Cys'®?). Na estrutura de AhpF, essas cistefnas ficam

expostas na superficie. O segundo centro redox se encontra em um dominio
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denominado de TrxR, o qual contém duas cisteinas (Cys** e Cys**®

) as quais sao
inacessiveis na estrutura de AhpF (pdb: 1HYU).

Uma vez que o dominio que responde pela redu¢cdo do DTNB (ensaio utilizado
para determinacdo de inibicdo) é o TrxR, o tratamento com Adn pode nédo afetar estas
cisteinas. Portanto os dados obtidos podem significar que Adn nédo é capaz de inibir as
Cys do dominio de TrxR, mas ndo revela se 0 dominio NTD ¢ inibido ou néo, sendo
necessarias analises adicionais para conclusdes pertinentes. Outro fato que despertou
curiosidade e que Adn foi capaz de inibir a TrxR de S. cerevisiae (Figura 12) ao passo
que ndo é capaz de inibir a EcTrxR. Cabe ressaltar que estas enzimas pertencem a
mesma classe estrutural e necessitam alternar entre os estados FR e FO. Para avaliar
diferencas na acessibilidade dos residuos de Cys de TrxR de E. coli e S. cerevisiae,
foram executados experimentos envolvendo a quantificagdo de cisteinas livres pelo
método de DTNB. Os resultados revelaram que as cisteinas de ECTrxR sdo muito
menos acessiveis ao solvente (Figura 13E) do que as ScTrxR (Figura 13F), o que

explicaria a inibicdo observada para a enzima de levedura.

5.1.6 Avaliacéo da toxicidade de Adn sobre células bacterianas

Com o objetivo de confirmar se a toxicidade de Adn sobre células bacterianas
estd relacionada com a presenca de Ser ou Thr na TC das AhpC, avaliamos o
crescimento de linhagens de B. subtilis (ATCC 39094), S. aureus (ATCC 29213) e S.
epidermidis, que possuem Ser na TC da AhpC, e E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa
(ATCC 29853) e S. typhimurium LT2 (ATCC 19585) que possuem Thr nessa posicao,
na presenca de concentragdes crescentes de Adn.

Este ensaio foi realizado utilizando o meio de cultura Mueller Hinton que é o
meio mais utilizado para testes de sensibilidade a antimicrobianos (CLSI, 2015). De
fato, todas as cepas foram capazes de crescer satisfatoriamente nesse meio de cultura e,
dessa forma, ele foi selecionado para a realizacdo do ensaio para avaliacdo da toxicidade
de Adn. Uma concentracdo final de 10° UFC de cada bactéria foi inoculada em
microplacas contendo meio Mueller Hinton e concentragdes crescentes de Adn e
incubado a 37°C por 24 horas. Ap6s o periodo de incubagdo, a densidade celular foi
estimada espectrofotometricamente a 600 nm para o calculo do valor de 1Cs,. O
crescimento de E. coli, P. aeruginosa e S. typhimurium ndo foi inibido pela presenca de

Adn e, portanto, ndo foi possivel calcular o 1Csy para essas linhagens. Entretanto, as
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linhagens de B. subtilis, S. aureus e S. epidermidis foram sensiveis a toxicidade de Adn,
apresentado 1Cso de 116puM, 111pM e 146uM, respectivamente (Figura 14). Estes
resultados sdo bastante importantes pois revelam também que a Adn é capaz de
aniquilar células de bactérias patogénicas.
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Figura 14: Viabilidade celular de B. subtilis, S. aureus, S. epidermidis, E. coli, P. aeruginosa e S.
typhimurium ap6s tratamento com Adn. As células de B. subtilis (), S. aureus (M), S. epidermidis
(A), E. coli (¥), P. aeruginosa (®) e S. typhimurium (), em concentracdo de 10° UFC, foram
inoculadas em meio Mueller Hinton contendo concentra¢Bes crescentes de Adn e incubadas por 24 horas,
a 37°C, sendo entdo quantificadas espectrofotometricamente a 600nm.
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5.1.7 A influéncia da membrana externa de bactérias Gram-negativas sobre a
toxicidade de Adn

Ndo escapou a nossa atencdo que as bactérias que ndo apresentaram
suscetibilidade ao tratamento com Adn sdo Gram-negativas (E. coli, P. aeruginosa e S.
typhimurium) ao passo que as que foram suscetiveis a Adn sdo Gram-positivas (B.
subtilis, S. aureus e S. epidermidis). E bem conhecido que bactérias Gram-negativas
podem ser mais resistentes ou mesmo insensiveis ao tratamento com moléculas que
apresentam atividade bactericida ou bacteriostatica, pois seu sistema de membranas
representa uma barreira para a entrada de compostos incluindo antibidticos fornecendo
uma camada extra de protecdo as bactérias. (Delcour, 2009; Krishnamoorthy et al.,
2017; Vaara, 1992). A membrana externa (ME) de bactérias Gram-negativas ¢ uma
bicamada assimétrica composta de lipopolissacarideos (LPS) na camada externa e
glicerofosfolipideos (PL) na interna (Nikaido, 1998). As principais caracteristicas da
estrutura LPS, como a presenca do lipidio A e do antigeno O, sdo conservadas entre
varias espécies. A maior parte do conhecimento atual sobre a seletividade das barreiras
de permeabilidade da ME foi determinada por estudos envolvendo E. coli. Nesta
bactéria, as atividades antibacterianas de antibioticos grandes e polares excedendo o

tamanho para o transporte em porinas (> 600 Da em E. coli) sdo geralmente as mais
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restritas pela ME (Krishnamoorthy et al., 2017; Lakaye et al., 2001; Nikaido, 1998;
O’Shea e Moser, 2008). Por outro lado o carater zwiteridbnico de compostos se
correlaciona com o0 aumento da permeabilidade através da ME, enquanto a
hidrofobicidade esta correlacionada com a propensdo aumentada de um determinado
composto ser substrato de bombas de efluxo de drogas (Krishnamoorthy et al., 2017).
Neste contexto, compostos como Adn o qual apresenta baixa polaridade e peso
molecular de 500Da, se encaixam nas drogas as quais este tipo de bactéria sdo
refratérias.

Para avaliar o efeito da barreira representada pela ME na toxicidade de Adn
sobre bactérias Gram-negativas foram conduzidos procedimentos experimentais em E.
coli contando com a colaboragcdo do grupo de pesquisa do Prof. Dr. Marcelo Brocchi
(UNICAMP). Para tanto foram padronizadas inicialmente duas metodologias de
permeabilizacdo. A primeira utilizando soluces contendo EDTA (Ayres et al., 1993;
Ayres et al., 1999) e a segunda utilizando polimixina B nonapeptideo (PMBN)
(Salmelin et al., 2000). O EDTA possui a capacidade de quelar cations divalentes
removendo-os de seu local de ligagdo com LPS, o que resulta na permeabilizacdo da
membrana de bactérias Gram-negativas a antibiéticos. Embora o tratamento prolongado
com EDTA seja letal, um tratamento com tempo e concentracdo controlados pode ser
usado para introduzir macromoléculas e compostos hidrofébicos através da ME sem
afetar a viabilidade celular e torna possivel o tratamento com diversos antibi6ticos como
ja demonstrado em E. coli e S. typhimurium (Scudamore et al., 1979; Murata, 2007;
Vaara, 1992). Por sua vez, PMBN é um peptideo ciclico derivado da polimixina B, o
qual é capaz de aumentar especificamente a permeabilidade da ME de bactérias Gram-
negativas e a suscetibilidade a antibidticos e, em contraste com a polimixina, ndo possui
acao bactericida elevada (Viljanen e Vaara, 1984; Salmelin et al., 2000).

Incialmente, foi realizado um teste de viabilidade celular baseado em condi¢cbes
previamente estabelecidas por Murata e colegas (2007), utilizando concentragdes
crescentes de EDTA (400-1000 mM/ml) (Figura 15A). Adicionalmente, realizamos
outro teste de viabilidade celular para o antibiotico ampicilina (2-10 uM/ml) sob as
mesmas condi¢des (Figura 15B). Os resultados revelam que concentragdes de 400-1000
mM de EDTA ndo sdo capazes, por si s0 de aniquilar as linhagens de E. coli (Figura

15A). No que tange ao antibiotico ampicilina (Amp), concentragdes de 2ug/ml foram
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capazes de afetar levemente o crescimento celular, concentragdes de 4ug/ml reduziram
em mais de 50% a viabilidade celular e concentragGes superiores (6-10ug/ml) inibiram
totalmente o crescimento celular (Figura 15B). Neste contexto, é possivel constatar que

concentragdes de 2 e 4ug/ml aparentam ser suficientes para afetar o crescimento celular

de E.coli.
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Figura 15: Avaliacdo da toxicidade de EDTA combinado a ampicilina e Adn sobre E. coli: As
células de E. coli ATCC25922, em concentragdo de 10° UFC, foram inoculadas em meio Mueller Hinton
contendo concentragdes crescentes de EDTA (A), ampicilina (B), EDTA + ampicilina (C e D) ou EDTA
+ Adn (E) e incubadas por 24 horas, a 37°C, sendo entdo quantificadas espectrofotometricamente a
600nm. O asterisco (*) representa amostra que ndo recebeu tratamento com EDTA e nem com
ampicilina/Adn, apenas para comparacao.
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Em seguida avaliamos o efeito sobre o crescimento celular de EDTA + Amp.
Para tanto, foram adicionados 2 ou 4ug/ml de ampicilina a meios de cultura contendo
doses crescentes de EDTA (400-1000 mM) e avaliado o efeito sobre o crescimento
celular (Figura 15C e 15D). Os resultados indicam que a menor concentragdo de EDTA
utilizada (400 mM) em conjunto com a menor dose de Amp (2uM/ml) foi capaz de
inibir totalmente o crescimento celular bacteriano (Figura 15C e 15D). Com base nos
resultados obtidos, realizamos experimentos submetendo E. coli a uma concentracao
fixa de EDTA (500uM) e concentragdes crescentes de Adn (15.6uM, 31.2uM, 62.5uM,
125uM, 250uM e 500uM). Entretanto, os resultados demonstraram que, mesmo nas
concentracdes mais elevadas, Adn ndo apresentou toxicidade sobre E. coli em
combinagdo EDTA (Figura 15E).

O segundo protocolo utilizado para permeabilizar a ME envolve a utilizacdo de
PMBN, segundo Salmelin e colaboradores (2000). Primeiramente, células de E. coli
foram inoculadas em meio de cultura contendo concentracgdes variaveis de PMBN (0.15,
0.3, 0.6 e 1.2 pg/ml) (Figura 16A), com o objetivo de estabelecer uma concentracdo do
composto que ndo promovesse a morte celular por si s6. Os resultados obtidos
demonstraram que PMBN apresentou toxicidade para E. coli em concentracdes a partir
de 0.6 ug/ml e que a concentracao de 0.3ug/ml ndo afetou o crescimento celular, sendo
esta selecionada para realizar os experimentos seguintes. A seguir, as bactérias foram
submetidas a tratamento simultaneo com PMBN (0.3ug/ml) e Adn (200uM). Diferente
dos resultados obtidos com EDTA, o tratamento com PMBN aumentou
significativamente a morte celular na presenca de 200uM de Adn, indicando que PMBN
foi eficiente na permeabilizacdo da ME de E. coli, possibilitando a entrada de Adn na
célula e aumentando sua toxicidade (Figura 16B). Vale ressaltar que as polimixinas ja
foram utilizadas como antibidtico, mas seu emprego clinico foi abandonado na década
de 1960 por conta de sua nefrotoxicidade e da introducdo de novas drogas com melhor
tolerancia (Vaara, 2019). Entretanto, conforme demonstrado na figura 16, a formulagéo
de PMBN com Adn potencializa o efeito antibiotico desta molécula em concentragdes
reduzidas e poderia ser uma estratégia promissora para o tratamento de doencas
infecciosas causadas por bactérias Gram-negativas. Os resultados apresentados nesta
secdo compdem uma patente recentemente depositada no Instituto Nacional de
Propriedade Intelectual (INPI - BR10 20200162454, Apéndice A) e um manuscrito que
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versa sobre aspectos moleculares da inibicdo de Prx 2-Cys tipicas de microorganismos
por Adn (Apéndice B).
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Figura 16: Avaliacdo da toxicidade de Adn associada a PMBN sobre E. coli. As células de E. coli
ATCC25922, em concentracdo de 10° UFC, foram inoculadas em meio Mueller Hinton contendo
concentragdes crescentes de PMBN (A) ou PMBN associada a Adn (B) e incubadas por 24 horas, a 37°C,
sendo entdo quantificadas espectrofotometricamente a 600nm.

5.2 Avaliacdo de compostos naturais oriundos da biota floristica de S&o Paulo
sobre AhpC e seu sistema redutor

Dentre os objetivos deste trabalho, também esta a busca de novos inibidores
capazes de atuar sobre Prx 2-Cys tipicas através de busca racional baseada em ligantes
conhecidos desta classe de enzimas. Esta parte do trabalho foi efetuada em parceria com
0 grupo do Prof. Dr. Jodo H. G. Lago do Centro de Ciéncias Naturais e Humanas
(CCNH) da Universidade Federal do ABC, que isolou seis compostos naturais sendo

eles dois ent-cauranos e quatro lactonas sesquiterpénicas.

5.2.1 Avaliacdo da atividade inibitéria dos compostos naturais sobre AhpC de E. coli
por meio do ensaio de oxidacdo de NADPH

Uma vez que a expressdo acentuada das Prx esta relacionada com doencas
genéticas como o cancer, a busca por inibidores dessas proteinas se tornou um alvo para
estudos recentes e até o momento foram descritas doze moléculas, entre compostos
naturais, sintéticos e semi-sintéticos, que sdo capazes de inibir as Prx 2-Cys tipicas de
eucariotos (Brindisi et al., 2015; Haraldsen et al., 2009; Lin et al., 2019; Liu et al.,
2012; Shi et al., 2017; Wei et al., 2016; Yang et al., 2016; Ye et al., 2019; Zhu et al.,

2019) (Figura 17). Como ¢é possivel constatar na figura 17, todos os inibidores
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identificados possuem como caracteristica comum um esqueleto hidrofébico volumoso.
Outro ponto importante se refere ao modo de inibi¢éo. Dentre os inibidores descritos, a
Adn (Figura 17A), Parcifolina AA (Figura 17J) e JD202 (Figura 17J) possuem sistemas
carbonilicos a,B-insaturados que podem efetuar reacBes quimicas do tipo adicdo de
Michael e bloquear residuos de cisteina, 0 que caracteriza um inibidor do tipo

irreversivel.
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Figura 17: Estruturas quimicas de inibidores de Prx2 2-Cys tipicas. Adn (A), Conoidina A (B), N-N-
disubstituido 3-aminometil quinolona (C), Triptolide (D), Celastrol (E), Withaferina A (F), AMRI-59
(G), IDA-202 (H), H7 (1), Parvifolina AA (J), Frenolicina B (K) e ruténios organometalicos (L).

Neste contexto 0os compostos naturais utilizados neste estudo fornecidos pelo
Prof. Dr. Jodo Henrique Ghilardi Lago do CCNH da Universidade Federal do ABC
(ent-cauranos e lactonas) de Baccharis retusa, Pentacalia desiderabilis, Nectandra
cupidata e Porcelia macrocarpa (Figura 18) possuem esqueleto hidrofobico extenso e
alguns sdo capazes de efetuar reacdo de Michael com cisteinas. Apesar de possuirem
anéis aromaticos em comum, 0s compostos apresentam estruturas distintas, o que visa
auxiliar também o teste de novas moléculas. De fato, os compostos 1 (Figura 18A —
acido caurendico) e 2 (Figura 18B - &cido 15-senecioloxi-caurendico) sdo ent-cauranos,
mas ndo possuem sistemas carbonilicos o,B-insaturados capazes de efetuar uma adi¢éo
de Michael.
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Figura 18: Estrutura dos compostos naturais, isolados da biota floristica de Sdo Paulo, selecionados para o
desenvolvimento do estudo. A) Acido caurendico de Baccharis retusa (MW=302.7); B) Acido 15-senecioloxi-
caurenodico de Baccharis retusa (MW=400.4); C) Caleina C de Calea pinnatifidae (MW=420.4); D) Acetogenina de
Porcelia macrocarpa (MW=425.0); E) Jacaranona de Pentacalia desiderabilis (MW=182.1); e F) Acido costico de
Nectandra cupidata (MW=234.3).

Para avaliar a atividade inibitoria dos compostos naturais sobre AhpC foi

empregado o ensaio de oxidacdo do NADPH utilizando EcAhpCYT e EcAhpCT*4

eo
sistema Trx de E. coli tendo como controle de inibicdo as proteinas tratadas com Adn e
com iodoacetamida, um reconhecido alquilante de cisteinas e que, portanto, tem a
capacidade de abolir a atividade de Prx 2-Cys (Figuras 19 e 20). Para este ensaio, as
proteinas foram tratadas com os compostos 1-6 de forma idéntica ao tratamento que
receberam com Adn, sendo gque o excesso de composto sempre foi removido ao final do
processo para evitar sua interacdo com as demais proteinas do sistema. Os resultados
revelaram que EcAhpC"'" foi inibida de forma significativa pelo composto 3 (C-3 —
Caleina C) (Figura 19C) (Vogcanpcwt= 7.94 + 0.87 uMste Vo_C-3ecanpcwr= 1.07 £ 0.442
uMs™), enquanto que os demais compostos ndo foram capazes de inibir sua atividade
peroxidasica (Figuras 19A, 19B e 19D-F). Os ensaios efetuados com a enzima mutada
(EcAhpC™*°) demonstram que ela também foi inibida por C-3 (Figura 20C)
(VoecanpcTa4s= 8.20 20.16 pMs™ e vo_C-3ecanpcrass= 1.56 = 0.89 pMs™) e, assim como
para enzima selvagem, os demais compostos ndo foram capazes de efetuar a inibicdo da
enzima (Figuras 20A, 20B e 20D-F).

58



ava UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA .

\WWAVAY -

unes Y “JULIO DE MESQUITA FILHO” p,f‘% l,'érl?ps ¥
Instituto de Biociéncias "

Campus do Litoral Paulista

A) 160 B) 160 C) 1604
i 1 3
— 120 — 120 —~ 1204
Z z Z
= 80 ) . i
~ 80 E 80 E 80
[=) - (=) a
z = =
40 “ 404 Z 40
0 T T T T T 0 T T T T O T T T T T
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Time (min) Time (min) Time (min)
D) l(ﬁl); E) 1604 F) l[vl);
~ 1204 ~ 1204 —~ 1207
=1 = Z
e EX £}
3 2 2
= 80 = i T g0
= 80- - E 80- = 80
a (=) =}
< < %
Z a0 Z a0 40
O T T T T 0 T T T T 0 T T T T T
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Time (min) Time (min) Time (min)

Figura 19: Avaliagdo de inibicdo da atividade peroxidasica de EcAhpC™'. A enzima EcAhpC"'
reduzida e dessalinizada foi tratada com 20 equivalentes molares de iodoacetamida () ou com o0s
compostos 1-6 (®; A, B, C, D, E e F, respectivamente). A seguir, as proteinas tratadas foram novamente
dessalinizadas para a remocao do excesso de composto e sua atividade peroxidasica foi analisada através
de ensaio de oxidacdo de NADPH. Para isso, 3uM das proteinas tratadas foram adicionadas a reacdes
contendo EcTrx1 (6 puM), EcTrxR (0.9 uM), NADPH (150 pM), HEPES (50 mM, pH=7.0), DTPA (100
M) e azida sédica (1 mM). As reagdes foram incubadas a 37°C por 3 minutos antes de serem iniciadas
pela adi¢do de H,0O, (500 pM) e monitoradas espectrofotometricamente a 340nm, 37°C, por 5 min. Como
controle positivo foram utilizadas reagées em que EcAhpC"T ndo foi previamente tratada com nenhum
composto (M) e, como controle negativo, foram utilizadas reacdes sem a adigdo de ECAhpC' (A).
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Figura 20: Avaliagdo de inibicAo da atividade peroxidasica de EcAhpC ™. EcAhpC™** reduzida e
dessalinizada foi tratada com 20 equivalentes molares de iodoacetamida () ou um dos compostos 1-6
(®; A, B, C, D, E eF, respectivamente). A seguir, as proteinas tratadas foram novamente dessalinizadas
para a remocdo do excesso de composto e sua atividade peroxidasica foi analisada através de ensaio de
oxidacdo de NADPH. Para isso, 3uM das proteinas tratadas foram adicionados a reacdes contendo
EcTrx1 (6 uM), EcTrxR (0. 9uM), NADPH (150 uM), HEPES (50 mM, pH=7.0), DTPA (100 uM) e
azida sédica (1 mM). As reacdes foram incubadas a 37°C por 3 minutos antes de serem iniciadas pela
adicdo de H,O, (500 pM) e monitoradas espectrofotometricamente a 340 nm, 37°C, por 5 minutos. Como
controle positivo foram utilizadas reacées em que EcAhpC ™ ndo foi previamente tratada com nenhum
composto (M) e, como controle negativo, foram utilizadas reacdes sem a adigdo de ECAhpC™*° (A).
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Para avaliar se os compostos em questdo poderiam se ligar com as cisteinas
reativas de EcAhpC"T e EcAhpC™*, essas proteinas tratadas com os diferentes
compostos foram oxidadas com H,0, e analisadas em SDS PAGE ndo redutor. Como
controle, foram utilizadas proteinas tratadas com iodoacetamida (IAA) ou Adn (Figura
21). Os resultados revelaram que a oxidagcdo com H,0, ap0s o tratamento com a maioria
dos compostos naturais foi capaz de produzir dimeros (Figuras 21A e 21B, lanes 7, 8,
10-12) de forma semelhante aos da proteina reduzida e tratada somente com H,O,,
indicando que n3o houve ligagdo desses compostos as cisteinas reativas de EcAhpC"V' e
EcAhpC™. A excecdo foi novamente C-3, cujo tratamento levou essas proteinas a se
apresentarem majoritariamente como mondmeros (Figuras 21A e 21B, lane 9) de forma
bastante similar a proteina tratada com DTT (Figura 21, lanes 2-3), com 0 agente
alquilante de cisteinas IAA ou Adn. A estrutura de C-3 possui trés regides onde 0s
carbonos podem sofrer um ataque nucleofilico pelas cisteinas de AhpC, segundo o Prof.
Dr. Jodo H. G. Lago. Entretanto, analises adicionais envolvendo espectrometria de
massas ou ressonancia magnetica nuclear sdo necessarias para determinar corretamente

qual regido de C-3 realiza essa interacao.
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Figura 21: Avaliacéo da inibicdo da formacéo de dissulfeto intermolecular em EcAhpC. As enzimas
EcAhpC™* (A) ou EcAhpC™* (B) foram reduzidas com 5mM de DTT por 1 hora (lane 2) e, em seguida,
dessalinizadas para a remocdo do excesso de redutor (lane3). Aliquotas contendo 10uM da enzima
reduzida/dessalinizada foram tratadas com 20 equivalentes molares dos compostos 1-6 por 1 hora e
posteriormente oxidadas com 5 equivalentes molares de H,O, por 30 minutos. As reaces foram entdo
paralisadas com a adicéo de stop buffer (50 mM de Tris pH=6.8, 50 mM de NEM, 2% de SDS, 10% de
glicerol e 0.1% de azul de bromofenol) e analisadas em SDS-PAGE n&o redutor corado com comassie
blue. A lane 1 representa o marcador de peso molecular. Na lane 4 foi aplicada a proteina
reduzida/dessalinizada e posteriormente oxidada, sem tratamento com nenhum composto. Todo o
procedimento foi realizado em temperatura ambiente.
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De forma geral os resultados inciais indicam a necessidade de um esqueleto
bastante volumoso conjuntamente com o0 grupamento necessario para a realizacdo da
adicdo de Michael, uma vez que compostos sem este grupamento (Figura 18A-B) ou
com esqueletos menores (Figura 18D-F) ndo foram efetivos em inibir ECAhpC ou ligar-
se as suas cisteinas reativas. Consideramos bastante importante a identificacdo de C-3
como inibidor de AhpC por ser um composto natural que ndo pertence a classe dos
diterpenoides ent-cauranos, mas sim de lactonas sesquiterpénicas, as quais ainda néo
foram descritas como inibidores para esta classe de enzimas, 0 que pode representar
uma nova classe de compostos naturais capazes de agir como inibidores de Prx 2-Cys
tipicas, além de representar o primeiro composto natural oriundo da biodiversidade

brasileira capaz de atuar como inibidor desta classe de enzimas.

5.2.2 Determinacdo do 1Cs, aparente de C-3 para ECAhpC"" e ECAhpC™*

Uma vez que C-3 foi capaz de inibir a atividade peroxidasica de EcAhpC"V' e
EcAhpC™*°, bem como a formagéo do dissulfeto intermolecular nessas proteinas,
seguimos com a determinacdo do ICs, desse composto para as enzimas ECAhpCVT e
EcAhpC™*, Semelhante aos ensaios realizados com Adn, as enzimas reduzidas foram
tratadas com quantidades variaveis de C-3, representando diferentes razbes
estequiométricas (0.5, 1, 2.5, 5 e 10 equivalentes molares). A seguir, as enzimas tratadas
foram submetidas ao ensaio acoplado de oxidagdo do NADPH e ao ensaio de oxidacéo
em SDS-PAGE (Figura 22).

Os resultados revelaram que, semelhante ao observado para Adn, o composto C-
3 € capaz de impedir a formacdo de dissulfetos de ECAhpC em fun¢do da concentracdo
utilizada (Figuras 22A e 22B). Também é possivel observar pelo ensaio de NADPH
que, quanto maior a dose de C-3, maior a inibi¢cdo da atividade peroxidasica promovida
(Figuras 22C e 22D). De fato, doses estequiométricas de C-3 (0.5 eq.) foram capazes de
inibir fortemente a atividade das enzimas resultando em um 1Csy aparente de 0.553 +
0.061 uM para EcAhpC"" e 0.460 + 0.025 pM para ECAhpC™*° (Figuras 22E e 22F).
Esses dados indicam que a capacidade inibitéria de C-3 sobre AhpC é muito semelhante
a de Adn e que presenca da Ser na TC pode ser um fator facilitador, ainda que sutil, da
ligacdo do composto ao sitio ativo dessas proteinas, corroborando a hipdtese inicial
deste trabalho.
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Figura 22: Inibicdo da formacdo de dissulfeto intermolecular e atividade peroxidésica de
EcAhpC™T e ECAhpC™ por C-3. As proteinas EcAhpCV" (A) e EcAhpC™* (B) foram reduzidas com
5mM de DTT por 1 hora (lane 2) e, em seguida, dessalinizadas para a remogdo do excesso de redutor
(lane 3). Aliquotas contendo 10puM das enzimas reduzidas e dessalinizadas foram tratadas com
concentragdes variadas de C-3 (0.5, 1, 2.5, 5 e 10 equivalentes molares - lanes 4, 5, 6, 7 e 8§,
respectivamente) por 1 hora e posteriormente oxidadas com 5 equivalentes molares de H,O, por 1 hora.
As reacOes foram paralisadas com a adicdo de stop buffer (Tris 50mM pH6.8, NEM 50mM, SDS 2%,
glicerol 10%, azul de bromofenol 0.1%) e analisadas em SDS-PAGE néo redutor corado com comassie
blue. A lane 3 representa a proteina reduzida/dessalinizada e posteriormente oxidada, sem tratamento com
C-3. Os procedimentos foram realizados em temperatura ambiente. Inibicdo da atividade peroxidasica de
EcAhpC"'™ (C) e EcAhpC™*® (D) por C-3: As proteinas reduzidas e dessalinizadas foram tratadas com
concentragdes variaveis de C-3 (0.5-m, 1 - A e 2.5 - V¥ equivalentes molares) por 1 hora em temperatura
ambiente e posteriormente dessalinizadas novamente. A seguir, 3uM das proteinas tratadas foram
adicionadas a reagdes contendo EcTrx1 6uM, EcTrxR 0.9uM, NADPH 150uM, HEPES 50mM pH 7.0,
DTPA 100uM e azida sédica 1mM. As reacfes foram incubadas a 37°C por 3 minutos antes de serem
iniciadas pela adicdo de H,O, 500uM e monitoradas espectrofotometricamente a 340nm, 37°C, por 5
minutos. Como controle positivo foram utilizadas reacGes em que as proteinas ndo foi previamente tratada
com C-3 (®) e, como controle negativo, foram utilizadas reagdes sem a adicdo de AhpC(4). As
velocidades iniciais de cada reacdo foram calculadas, transformadas em valores de porcentagem e
plotadas para o calculo dos valores de 1Cs, de C-3 para ECAhpC" (E) e ECAhpC™*S (F).
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5.2.3 Avaliacdo da atividade inibitoria dos compostos naturais sobre sistemas
redutores de AhpC

Para avaliar se 0os compostos seriam capazes de inibir as enzimas do sistema Trx

(Trx e TrxR) ou AhpF de E. coli, essas proteinas foram tratadas de forma similar ao

descrito anteriormente para AhpC e a atividade de oxidoredutase foi avaliada por

ensaios de oxidacdo de NADPH (EcTrx1 e ECTrxR — Figuras 23 e 24, respectivamente)

ou de reducdo de DTNB (AhpF — Figura 25). Como controles, foram utilizadas rea¢oes

em que as proteinas em questdo foram tratadas com IAA.
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Figura 23: Avaliacdo de inibicdo da atividade de EcTrx1. A proteina EcTrx1 reduzida e dessalinizada
foi tratada com 20 eq. molares de iodoacetamida () ou com os compostos 1-6 (®; A, B, C, D, EeF,
respectivamente). Em seguida as proteinas tratadas foram novamente dessalinizadas para a remocéo do
excesso de composto e sua atividade de oxidoredutase foi analisada através de ensaio de oxidacdo de
NADPH. Para isso, 6uM das proteinas tratadas foram adicionadas a reagées contendo EcAhpC™™ (3 uM),
EcTrxR (0.9 pM), NADPH (150 pM), HEPES (50 mM, pH= 7.0), DTPA (100 pM) e azida sédica (1
mM). As reacBes foram incubadas a 37°C por 3 minutos antes de serem iniciadas pela adicdo de H,0,
(500 uM) e monitoradas espectrofotometricamente a 340nm, 37°C, por 5 minutos. Como controle
positivo foram utilizadas rea¢cdes em que EcTrx1 ndo foi previamente tratada com nenhum composto ()
e, como controle negativo, foram utilizadas reacbes sem a adi¢do de EcTrx1 (A).
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Figura 24: Avaliacdo de inibicéo da atividade peroxidasica de EcTrxR. A enzima EcTrxR reduzida e
dessalinizada foi tratada com 20 equivalentes molares de iodoacetamida (€) ou dos compostos 1-6 (®; A
, B, C, D, E e F, respectivamente). Em seguida, as proteinas tratadas foram novamente dessalinizadas
para a remoc¢do do excesso de composto e a atividade de oxidoredutase foi analisada através de ensaio de
oxidacdo de NADPH. Para isso, 0.9uM das proteinas tratadas foram adicionados a rea¢fes contendo
EcAhpC"T (3 uM), EcTrx1 (6 uM), NADPH (150 pM), HEPES (50 mM, pH=7.0), DTPA (100 uM) e
azida sddica (1 mM). As reacdes foram incubadas a 37°C por 3 minutos antes de serem iniciadas pela
adicdo de H,O, (500 uM) e monitoradas espectrofotometricamente a 340nm, 37°C, por 5 min. Como
controle positivo foram utilizadas reagdes em que EcTrxR ndo foi previamente tratada com nenhum
composto (M) e, como controle negativo, foram utilizadas reac6es sem a adi¢do de ECTrxR (A).
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Figura 25: Avaliacdo de inibicdo da atividade oxidoredutase de EcAhpF. EcAhpF reduzida e
dessalinizada foi tratada com 20 equivalentes molares de iodoacetamida () ou com um dos seguintes
compostos 1-6 (®; A, B, C, D, E e F, respectivamente). Em seguida, as proteinas tratadas foram
novamente dessalinizadas para a remoc¢do do excesso de composto e sua atividade de oxidoredutase foi
avaliada através de ensaio de reducdo do DTNB. Para isso, 0.5 UM de EcAhpF ap6s tratamento foi
adicionado a rea¢des contendo DTNB (500 uM), DTPA (500 uM) e fosfato de sédio (100 mM, pH=7.0).
As reacOes foram incubadas por 3 minutos a 37°C para atingir a temperatura do ensaio e o experimento
foi iniciado com a dicdo de NADH (300 uM). O monitoramento da formacéo de TNB foi realizado
espectrofotometricamente a 412 nm, 37°C, por 5 minutos. Como controle positivo foram utilizadas
reacOes em que EcAhpF ndo foi previamente tratada com nenhum composto (H) e, como controle
negativo, foram utilizadas reacdes sem a adicdo de ECAhpF (A).
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Os resultados revelaram que C-3 foi o Unico composto capaz de inibir a atividade
de EcTrx1 (Figura 23C) enquanto os demais compostos ndo provocaram inibigédo
(Figuras 23A-B e 23D-F). No que concerne as enzimas ECTrxR e ECAhpF, nenhum dos
compostos e nem mesmo o alquilante IAA foram capazes de inibir estas enzimas
(Figuras 24 e 25). Neste contexto, os dados sugerem que estes compostos ndo sao
capazes de reagir com as enzimas e o impedimento estérico, como apontado para Adn
(Figura 13), pode ser umas das razdes para este fen6meno.

E importante ressaltar que a inibicdo efetuada por C-3 sobre EcTrxl foi
consideravelmente menor que a observada para IAA (Figura 23C). Estes resultados
também nos parecem bastante importantes uma vez que este composto foi capaz de
inibir fortemente AhpC. Ainda, como apresentado neste trabalho, a Adn é capaz de
inibir fortemente EcTrx1, semelhante a IAA, nas mesmas condi¢cGes experimentais
(Figura 11A). Conjuntamente os resultados obtidos aqui sugerem uma maior

especificidade de C-3 para AhpC em comparagdo com Adn.

5.2.4 Avaliacéo da toxicidade de C-3 sobre bactérias

Uma vez determinado que C-3 foi eficiente na inibi¢do da atividade peroxidasica
de EcAhpC e EcTrx1, prosseguimos com a investigacdo dos efeitos toxicos deste
composto sobre linhagens bacterianas contendo Thr ou Ser na TC. Para isso,
submetemos células de E. coli, P. aeruginosa, B.subtilis e S. epidermidis a tratamento
com concentracfes crescentes de C-3 e avaliamos a viabilidade celular através de
espectrofotometria. Os dados obtidos indicam que C-3 apresentou toxicidade para
bactérias contendo Ser na TC e Gram positivas, ao passo que as bactérias contendo Thr
na TC e Gram negativas se mostraram resistentes ao tratamento com este composto
(Figura 26). Em virtude da escassez de C-3, ndo foi possivel realizar este experimento
com S. typhimurium e S. aureus, tampouco proceder a permeabilizacdo da ME das
bactérias Gram negativas com PMBN, semelhante ao realizado para Adn. Entretanto,
estas analises sdo de grande importancia para uma melhor compreensao dos fenbmenos
envolvendo a toxicidade de C-3 sobre bactérias e serdo realizadas quando este composto
for disponibilizado novamente. Os resultados oriundos deste capitulo compéem uma
solicitacdo de patente que representa o primeiro inibidor identificado de Prx 2-Cys

oriundo da biota brasileira (Apéndice C).
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Figura 26: Viabilidade celular de E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis e S. epidermidis apds tratamento
com C-3. As células de E. coli (V), P. aeruginosa (®), B. subtilis (@), S. epidermidis (A), em
concentracdo de 10° UFC, foram inoculadas em meio Mueller Hinton contendo concentragées crescentes
de C-3 e incubadas por 24 horas, a 37°C, sendo entdo quantificadas espectrofotometricamente a 600nm.

5.3 A importancia da presenca de Thr ou Ser na TC das AhpC na suscetibilidade a
superoxidacao

Em trabalho anterior que contou com minha autoria (Tairum, Santos et al., em
2016) utilizamos Tsal e Tsa2 de S. cerevisiae para demonstrar que a presenca da Ser na
TC é capaz de promover alteragbes estruturais importantes nessas proteinas.
Continuamos as investigaces dos efeitos da substituicdo Thr/Ser em Tsal e Tsa2 e
verificamos, utilizando metodologias envolvendo ensaio acoplado de oxidagdo do
NADPH e western blotting que, além de estabilizar a estrutura decamérica, a presenca
da Ser na TC é capaz de conferir maior resisténcia a perda da atividade peroxidasica
dessas proteinas em funcdo da superoxidacdo (Apéndice E). Além disso, utilizando
técnicas de cromatografia de exclusao molecular e microscopia eletrnica de
transmisséo, observamos que Tsal e Tsa2 assumem diferentes estruturas de alto peso
molecular quando submetidas ao estresse oxidativo, indicando a possibilidade de essas
proteinas possuirem papéis intracelulares distintos durante esse tipo de evento (dados
néo apresentados).

Ao analisar o banco de dados GenBank do NCBI constatamos que a maior
incidéncia de Ser na TC dentre as Prx 2-Cys tipicas ocorre em AhpC, embora a maior
parte das proteinas desse grupo ainda apresente uma Thr nessa posicdo (Apéndice E).
Vale lembrar que as AhpC sdo conhecidas como proteinas robustas por apresentarem
alta resisténcia ao processo de superoxidacdo (Wood et al., 2003). Para avaliar possiveis
diferengas na suscetibilidade a superoxidacdo decorrentes da presenca de Ser ou Thr na

TC de AhpC, foram realizados ensaios de oxidacdo do NADPH utilizando altas
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concentracdes de H,O, ou o hidroperéxido de cumeno (CHP). Nas investigacdes
utilizamos a AhpC de P. aeruginosa (PaAhpC), que contém uma Thr na TC, e a AhpC
de S. epidermidis (SeAhpC), que apresenta naturalmente uma Ser nessa posicao.
Também foram utilizados os mutantes reciprocos contendo susbtituicbes pontuais Thr
2 Ser da TC. Para a reducdo das AhpC oxidadas, foram utilizadas as enzimas Trx e
TrxR de E. coli, com o intuito de fornecer um sistema redutor heter6logo para ambas as

proteinas (Figura 27).
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Figura 27: Ensaio de oxidacdo NADPH para avaliacdo da superoxidacdo AhpC de P. aeruginosa e
S. epidermidis utilizando o sistema Trx heterologo E. coli. As reacSes foram executadas contendo
PaAhpC (A e E), PaAhp®™* (B e F), SeAhpC (C e G) ou SeAhp®s*T (D e H) (3 uM), EcTrx (6 pM),
EcTrxR (0,9 uM), NADPH (150 uM), Hepes 50 mM pH =7.4, azida de s6dica 1 mM e DTPA 100uM. Os
experimentos foram iniciados adicionando concentracdes crescentes (0 uM, 250 pM, 500 puM, 1 mM, 5
mM e 10 mM) de perdxido de hidrogénio (A, B, C e D) ou CHP (E, F, G e H) e as reacbes foram
incubadas por 5 min/37°C. A oxidacdo do NADPH foi monitorada espectrofotometricamente a 340 nm.
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Os resultados revelaram aspectos importantes tanto em relagédo a substituicdo de
Thr por Ser quanto na preferéncia por substrato. De forma geral, proteinas contendo Thr
na TC (selvagens ou mutantes) reduziram o H,O, de forma mais lenta (Figura 27A e 27
D), enquanto as que possuem Ser foram mais eficientes na reducdo desse substrato
(Figura 27B e 27 C). No caso do CHP, as enzimas bacterianas contendo Thr na TC
foram inibidas em concentracdes mais elevadas de CHP (Figura 27E e 27 H) ao passo
que as que possuem Ser se mostraram mais resistentes a perda de atividade, a qual
ocorreu apenas em concentragdes muito elevadas de CHP (5 e 10 mM).

A perda de atividade destas proteinas pode ser atribuida a formacédo de espécies
hiperoxidadas de Cysp (Cysp-SO,H ou CyspSOzH) (aspecto confirmado por western
blot — Apéndice E) e indicam que substratos mais hidrofobicos e volumosos séo capazes
de reagir de forma mais eficiente com Cysp promovendo sua superoxidacdo. Este
aspecto nos parece de importancia uma vez que todos os inibidores identificados para as
Prx 2-Cys tipicas sdo bastante hidrofobicos, sugerindo que os substratos endogenos
destas proteinas possam ser hidroperoxidos de lipideos (Figura 28). De fato,
recentemente foi demonstrado que uma outra tiol peroxidase de Xylella fastidiosa,
denominada de Ohr (para Organic hydroperoxide resistance protein), é capaz de
decompor peroxidos de acidos graxos de cadeia longa com altissima eficiéncia catalitica
(10°M™s™) quando comparado com H,O,, sugerindo fortemente que os substratos
preferenciais enddgenos sejam &cidos graxos de cadeia longa (Alegria et al., 2017).
Adicionalmente, ja foi demonstrado que uma Prx 1-Cys de M. tuberculosis também
apresenta alta afinidade por peréxido de acido araquiddnico (10*M™s™), um peréxido

organico altamente hidrofébico (Zeida et al., 2015).

C) D) % oo
CHa
g

3

OH

Figura 28: Estruturas quimicas de inibidores identificados para AhpC e de hidroperoxidos
orgéanicos. CN-LS1 (A) e Adn (B). Em vermelho estdo representados 0s grupos reativos dos compostos
capazes de efetuar uma adicdo de Michael com tidis. Estruturas quimicas do perdxido de tert-butil (C) e
do perdxido de cumeno (D).

Em bactérias a peroxidacdo lipidica representa um grande obstaculo para a

sobrevivéncia de patdgenos. Hidroperdxidos de acidos graxos podem ser gerados pela
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peroxidacdo lipidica ndo enzimatica do acido cis-vacénico e de outros acidos graxos
monoinsaturados que estdo presentes nas membranas bacterianas (Moss et al., 1972).
Adicionalmente, peroxidos de lipideos também s&o gerados pelos hospedeiros, animais
ou plantas, atraves de lipoxigenases como os hidroperdxidos de acido araquiddnico e
linolénico, dentre outros, que possuem alta toxicidade sobre células bacterianas (Alegria
et al.,, 2017; Desbois et al., 2013; Prost et al., 2005). Neste contexto, os estudos
realizados aqui trazem mais evidéncias de que substratos prefréncias de AhpC podem
ser perdxidos derivados de &cidos graxos e a identificacdo destes substratos pode
auxiliar na busca racional de inibidores mais eficientes para esse grupo de proteinas.

Voltando a diferencas apresentadas entre AhpCs contendo Thr ou Ser na TC,
analises de fluorimetria de varredura diferencial (DSF) revelaram ainda que as proteinas
contendo Ser na TC apresentavam maior estabilidade térmica do que as que continham
Thr (Tm_paanpcwt= 58.49 * 1.35 °C; Twm_paanpctass= 66.10 + 2.32 °C; Ty _seanpcwt= 61.25
* 0.50 °C; Twm seanpcsast= 52.70 £ 0.62 °C) (Figura 29). Esses dados nos pareceram
interessantes uma vez que, para infectar determinados hospedeiros, os patdgenos
precisam enfrentar, além do estresse oxidativo, também o estresse térmico. Nesse
sentido, ja foi demonstrado que algumas AhpCs apresentam papel de holdases em
eventos de estresse térmico, impedindo o desenovelamento de outras proteinas em
decorréncia do aumento da temperatura (Chuang et al., 2006; Kamariah et al., 2018;
Lee et al., 2016, Teixeira et al., 2019).
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= s *135c < 80 =050C Thr
= =
@ —PaAhpCTHs — SeAhpCHeT
2 804 Tm-6610 8 60 mms270
3 £2.32°C 8 +0.62°C
g 401 g a0-
[=] (=]
= =
b 204 L 204
3 T T T T T T 1 0 T T T T T T 1 5
40 45 50 55 B0 B5 70 75 40 45 50 55 60 65 TO 75 Enzyme
Temperature (°C) Temperature (°C)

Figura 29: Desenovelamento térmico de PaAhpC, SeAhpC e mutantes monitorado por fluorimetria
de varredura diferencial. Fluorimetria de varredura diferencial de PaAhpC (A, linha azul), PaAhpC™*
(A, linha vermelha), SeAhpC (B, linha azul) e SeAhpC®® (B, linha vermelha). (C) Estabilidades
térmicas comparativas de PaAhpC e SeAhpC contendo Thr ou Ser na TC. As proteinas foram
previamente reduzidas com DTT (20 mM), dessalinizadas (PD10, GE Heathcare) e incubadas com o
SYPRO Orange. A varredura por fluorescéncia foi realizada utilizando um gradiente de temperatura de
25°C a 95°C. A temperatura de melting T,, foi para determinar o ponto médio da desnaturacéo térmica foi
utilizada a equacdo de Boltzmann.

Para avaliar se a presenca da Thr ou Ser na TC poderia influenciar na atividade
de holdase das AhpCs, submetemos PaAhpC e SeAhpC selvagens ao ensaio de protecdo
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térmica da citrato sintase (CS), de acordo com o descrito por Kamariah e colaboradores
(2018). Os resultados demonstraram que SeAhpC™' foi mais eficaz na prevencdo da

agregacdo proteica da citrato sintase (CS) (Figura 30B) do que PaAhpC*'"

quando essas
proteinas foram previamente incubadas a 37°C (Figura 30A). Quando as proteinas
foram pré-incubadas a 48°C, PaAhpC"'" manteve a mesma eficiéncia na prevencdo da
agregacdo de CS, enquanto SeAhpC™" foi capaz de praticamente abolir a agregacéo de
CS (Figura 30B), indicando que a presenca da Ser na TC pode ter um papel importante

na eficiéncia dessas proteinas na prote¢do da célula durante os estresse térmico.
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Figura 30: Proteco comparativa de PaAhpC e SeAhpC contra a agregagéo da citrato sintase (CS)
induzida por estresse térmico. A atividade de chaperona de PaAhpC e SeAhpC foi monitorada por sua
capacidade de proteger a citrato sintase (CS) da agregacdo induzida termicamente. A agregagdo de 2 uM
de CS em 40 mM Hepes-KOH (pH = 7.5) foi monitorada por espalhamento de luz dindmico (A = 360 nm)
por 90 minutos, somente de CS ou na presenca de 40 uM PaAhpC (A) ou SeAhpC (B). Os ensaios foram
executados com a enzima pré-aquecida a 48°C durante 1 hora (linhas vermelhas) ou ndo (linhas azuis).
Somente o CS foi usado como controle negativo (linhas pretas).
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Concluindo esta subsecdo, neste trabalho foram abordadas as diferencgas
estruturais e funcionais entre Prx 2-Cys contendo um residuo de Thr ou Ser na TC,
sejam elas eucarioticas (Tsal e Tsa2) ou procaridticas (PaAhpC e SeAhpC). Nossos
dados demonstraram pela primeira vez que AhpCs que contém Ser na TC sdo mais
resistentes a perda da atividade peroxidasica em funcdo da superoxidacdo, além de
sugerirem que peroxidos de lipideos possam ser substratos importantes para estas
enzimas. Demonstramos ainda que as AhpCs que possuem uma Ser na TC teriam uma
atividade de chaperona mais eficiente em situagdo de estresse térmico. Estas
caracteristicas tornam a inibicdo de Prx de patdgenos contendo Ser na TC bastante
estratégica, pois levaria a inativagdo de uma proteina com um papel chave na defesa
contra o estresse oxidativo e térmico, ambos enfrentados por esses organismos ao
infectar o0 hospedeiro. Os resultados fazem parte de um conjunto de dados que foram

compilados em um manuscrito (Apéndice E).
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5.4 Caracterizagdo de uma nova enzima antioxidante presente somente em
bactérias envolvidas na resisténcia ao estresse por cianeto e oxidativo

Ainda durante este doutoramento, investiguei de forma ativa uma proteina
hipotética identificada em X. fastidiosa, trabalho cuja minha contribuicdo se iniciou
antes do doutoramento e os resultados mais relevantes serdo apresentados a seguir de
forma sucinta.

X. fastidiosa € um fitopatdgeno pertencente a familia Xanthomonadaceae,
constituido por um grande grupo de bactérias Gram negativas que causam doencas em
muitas culturas economicamente importantes. No genoma de X. fastidiosa foi
encontrada uma ORF anotada como proteina do tipo glutaredoxina (glp) e analises
executadas por nosso grupo revelou que o gene é altamente conservado entre 0s
genomas de diferentes géneros desta familia. A proteina em questdo € altamente
expressa em X. fastidiosa (Smolka et al., 2002) e a analise das seqiiéncias de proteinas
GLP revelou trés dominios proteicos: um semelhante ao monotiol glutaredoxinas (Grx),
um cluster Fe-S e um dominio tiosulfato sulfurtransferase/rhodanese (Tst/Rho), que
geralmente esta envolvido no metabolismo do enxofre e na detoxificacdo de cianeto.
Para caracterizar as propriedades bioquimicas das GLP, expressamos e purificamos a
enzima recombinante GLP de X. fastidiosa. Nossos resultados revelaram que a proteina
posssui atividade significativa para a decomposicdo de cianeto, a qual e dependente de
tiol (cisteina) (Figura 31A). Através de mutacdes sitio dirigidas, substituimos as duas
cisteinas de GLP (C33 e C266) por serinas e identificamos a cisteina 266 do dominio C-
terminal como a responsével pela atividade de rodansese (Figura 31B).

Esta descoberta pode ser muito importante pois alguns cultivares importantes
afetados por este fitopatdogeno podem produzir compostos cianogénicos em seu caule
(Knowles 1976; Rajniak et al. 2015). Além disso, os vetores de X. fastidiosa sdo insetos
alimentados com fluido xilema, e a producdo de moléculas cianogénicas por muitas
plantas € uma conhecida estratégia de defesa contra o insetos , 0 que pode indicar que as
GLP sdo importantes para proteger os vetores contra este tipo de defesa do hospedeiro
(Chatterjee et al., 2008; Mithofer e Boland, 2012; Rubinstein, 1992). Em seguida
efetuamos a expressdo heterdloga de GLP de X. fastidiosa em E. coli e observamos que
que esta proteina € capaz de aumentar fortemente a resisténcia de E. coli ao cianeto
(Figura 32).
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Figura 31: Envolvimento de residuos de cisteina na atividade de sulfutransferase de GLP. (A) Os
experimentos para verificar a atividade de sulfurtransferase de GLP foram realizados ap6s alquilacdo com
NEM. Os ensaios foram realizados em 0.5 mL contendo 40 mM de fosfato de potassio pH=7.5, 50 mM de
cianeto de potassio, 50 mM de tiossulfato de sédio e agua ultrapura (g.s.p). As reacBes foram iniciadas
pela adigdo de 1 uM de GLP com ou sem alquilagdo. Ap6s 10 minutos, as rea¢des foram interrompidas
pela adicdo de uma solugdo de nitrato de formaldeido férrico. A formacdo de tiocianato férrico foi
determinada espectrofotometricamente (A = 460 nm). (B) Ensaio de atividade de sulfurtransferase do
GLP®*S e GLP®**® foj realizado como mencionado anteriormente, usando a enzima GLP do tipo

selvagem ou GLP®*% e GLPC?®, Todos os ensaios foram realizados em triplicata trés vezes.
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Figura 32: A expresséo heteréloga de GLP confere alta resisténcia ao cianeto em E. coli. Resisténcia
comparativa de células de E. coli contendo os plasmideos pET15B, pET15b/glp, pET15b/glpC33S ou
PET15b/glpC266S. Culturas celulares de E. coli BL21 (DE3) contendo o plasmideo vazio (pET15b) ou
contendo o plasmieo pET15b/glp em fase exponencial foram diluidas a ODgy = 0.1, expostas ao KCN’
(1.3 mM) e cultivadas a 37°C com a adicdo de IPTG 0.1 mM. As taxas de crescimento foram
determinadas ap6s 24 horas. Todos os ensaios foram realizados em triplicata pelo menos trés vezes com
resultados similares.

Também demonstramos através da expresssao heterdloga que GLP € capaz de
conferir resisténcia ao estresse por H,O,. Em conjunto estes dados revelam outra
importante enzima contendo tiois que pode ter papel de grande relevancia na infecgéo e
sobrevivéncia de bactérias patogénicas em hospedeiros e as tornam promissores alvos
para inibidores. Os resultados apresentados aqui em conjunto com resultados adicionais
de anéalises bioquimicas e estruturais foram publicados no periddico Applied

Microbiology and Biotechnology (Apéndice F).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho investigamos aspectos de tiol peroxidases de bactérias
denominadas de AhpC (Prx 2-Cys tipicas), uma vez que estas apresentam caracteristicas
estruturais e funcionais que as distingeiuem de isoforma de eucariotos. Neste contexto,
buscamos caracterizar diferencas ainda ndo identificadas de ligacdo com substratos e
aspectos funcionais entre enzimas contendo Thr ou Ser como parte da TC por meio de
abordagens envolvendo analises funcionais e estruturais. Demonstramos pela primeira
vez que Adn, uma molécula inicialmente descrita como inibidora de isoformas de Prx 2-
Cys tipicas humanas, é capaz de inibir a atividade peroxidasica de AhpCs. A avaliacédo
da atividade peroxidasica de AhpCs contendo Thr ou Ser na TC, realizada através de
ensaios de oxidacdo do DTT, indicaram que proteinas contendo Ser seriam inibidas por
Adn com maior eficiéncia do que aquelas contendo Thr. Mutagdes sitio dirigidas
demonstraram ainda que a presenca da Ser na TC promove um aumento da velocidade
inicial de reacdo, 0 que até o momento ndo havia sido descrito na literatura.
Adicionalmente, Adn apresentou valores de ICso para ECAhpC bastante reduzidos em
comparagdo com os das proteinas humanas (5-50 x). Essa maior afinidade de Adn por
proteinas bacterianas é bastante relevante pois a utilizagdo desta molécula como um
antibidtico poderia apresentar toxicidade para as bactérias com reacbes adversas
reduzidas para o hospedeiro, uma vez que sua citotoxicidade é baixa para mamiferos.

Anélises da toxicidade de Adn sobre células bacterianas revelaram que essa
molécula é capaz de inibir eficientemente o crescimento de bactérias contendo Ser como
parte da TC das AhpCs, ao passo que bactérias contendo Thr nessa posi¢do cresceram
normalmente na presenca do composto. Entretanto, as bactérias resistentes a Adn
pertencem a classe das Gram-negativas, enquanto as sensiveis pertencem as Gram-
positivas e, dessa forma, a resisténcia a Adn poderia estar relacionada a presencga da
membrana externa nessas bactérias. De fato, ap6s a permeabilizacdo da membrana
externa de E. coli com PMBN, Adn passou a apresentar elevada toxicidade também
para essas bactérias, indicando que Adn pode representar um composto potencial para
ser utilizada como antibidtico tanto para bactérias Gram-positivas quanto Gram-
negativas, em associacdo a PMBN.

Através de parcerias estabelecidas neste projeto com o grupo do Prof. Dr. Jodo
H. G. Lago, foram selecionadas moléculas da biota brasileira para triagem de inibidores

e identificamos um novo composto (C-3) extraido de Calea pinnatifidae, uma planta
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costeira da Mata Atlantica, que apresentou elevada atividade inibitoria sobre AhpC e
Trx de E. coli. Diferentemente de Adn, que é um diterpendide, C-3 pertence a classe das
lactonas sesquiterpénicas, a qual nunca havia sido descrita como inibidora de Prx. Os
resultados obtidos indicam que C-3 possui capacidade de inibir a atividade peroxidasica
de ECAhpC em niveis semelhantes aos de Adn, sendo que doses estequiométricas sdo
suficientes para inibir metade da velocidade inicial de reacdo. Nossos resultados
indicam ainda uma maior seletividade deste composto para as Prx 2-Cys, uma vez que a
inibicdo de Trx foi mito inferior ao observado para Adn. Esses dados representam um
importante passo na prospeccdo de uma nova classe de compostos antibacterianos
oriunda da biodiversidade brasileira. E importante salientar que no houveram grandes
diferencas na taxas de inibicdo por este composto de AhpCs contendo Thr ou Ser na
TC.

Adicionalmente, investigamos se a substituicdo de Thr por Ser poderia trazer
implicacdes funcionais e estruturais a AhpCs no que tange aspectos como
suscetibilidade a superoxidacdo por diferentes substratos oxidantes (perdxidos) e
atividade de chaperona molecular, bem como a distribui¢do desta substituicdo entre os
organismos. A analise de estruturas primérias de Prx 2-Cys depositadas no banco de
dados GeneBank, revelou gque a presenca da Ser na TC é um evento bastante raro em
proteinas eucaridticas, mas presente quase que exclusivamente em procariotos, em
especial, em bactérias, sendo muitas delas patogénicas. Ainda no que concerne a
ligantes, a analises de compostos que agem como inbidores de Prx 2-Cys tipicas
possuem como caracteristica comum um esqueleto hidrofébico volumoso e, neste
contexto, esta caracteristica poderia estar relacionada também a afinidade dessas
proteinas aos ligantes oxidantes. Nossos resultados revelaram que, além da presenca de
Ser na TC aumentar a resisténcia a superoxidacdo, CHP foi capaz de promover de forma
mais eficiente a superoxidacdo de AhpCs. De forma bastante importante, quando esta
substituicdo ocorre em proteinas de eucariotos contendo Ser, estas se tornam
significativamente resistentes a superoxidacéo, revelando que as diferencas estruturais
entre as enzimas dos dois grupos de organismos resultam em diferencas funcionais
bastante marcantes.

Finalmente, também caracterizamos funcionalmente uma ti6l proteina de X.
fastidiosa denominada de GLP. Por meio de trabalhos envolvendo a anélise de todas as

sequéncias similares presentes no GeneBank do NCBI demonstramos que estas
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proteinas estdo presentes apenas em bactérias, sendo muitas patogénicas para animais e
plantas. Por meio de ensaios bioguimicos in vitro demonstramos que esta enzima é
capaz de detoxificar o cianeto eficientemente e que esta atividade é mediada por um
residuo de Cys. Através de experimentos in vivo envolvendo a expressao heterologa de
GLP demonstramos que esta enzima é capaz de conferir resisténcia ao cianeto e ao
H,0,.

Conjuntamente os resultados obtidos nesta investigacdo levou a validacao de tidl
proteinas como as AhpCs e a GLP como novos alvos proteicos para o combate de
bactérias partogénicas. Identificamos ainda dois inibidores para AhpC, sendo um deles

oriundo da biodiversidade floristica costeira do estado de Sao Paulo.

7. PERSPECTIVAS

O presente trabalho levantou diversas perspectivas para o desenrolar de novas
pesquisas, dentre as quais destacamos as seguintes:

*Determinacgdo da MIC para Adn de linhagens de bactérias Gram-negativas
(E. coli, P. aeruginosa e S. typhimurium) contendo Thr como parte de TC apdés
permeabilizacdo quimica. Uma vez determinado que Adn apresenta toxicidade para E.
coli quando utilizada em conjunto com PMBN, um proximo passo importante seria
determinar a MIC para as linhagens bacterianas Gram-negativas utilizadas neste
trabalho e, dessa forma, comparar com os resultados obtidos para as linhagens Gram-
positivas e observar se existe relacdo com os dados dos ensaios enzimaticos.

*Avaliacdo dos efeitos da ligacdo de Adn sobre estrutura de AhpCs. Através
de andlises por SEC e CD, seria possivel avaliar se existem e quais sdo as alteracdes nas
estruturas quaternaria e secundaria promovidas pela interacdo de Adn com AhpC e se a
presenca de uma Thr ou Ser na TC pode afetar de alguma forma a ligacdo de Adn a
essas proteinas.

*Determinacdo da MIC para C-3 de S. aureus e linhagens de bactérias
Gram-negativas (E. coli, P. aeruginosa e S. typhimurium) apos permeabilizacédo da
ME com PMBN. Uma vez determinado neste trabalho que C-3 é capaz de inibir a
atividade peroxidasica de EcAhpC"'™ e EcAhpC™*° com eficiéncia semelhante & de
Adn, além de EcTrx1 com menor eficiéncia, e apresentou toxicidade para B. subtilis e S.

epidermidis, uma proxima etapa importante seria avaliar a toxicidade deste composto

75



A¢:¢Av UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 7 Nunes

unesp ™ TULIO DS MESQUITA Fio* L Ll
Campus do Litoral Paulista
sobre S. aureus e linhagens Gram negativas apds permeabilizacdo da ME com PMBN,
da mesma forma realizada para Adn.

*Determinagdo do modelo de ligacdo de composto de Adn e C-3 em AhpC.
Neste trabalho identificamos o primeiro inibidor de Prx 2-Cys pertencente a classe das
lactonas sesquiterpénicas e nossos resultados indicam que a ligacdo do composto ocorre
nas cisteinas reativas. Entretanto, 0 modo de interacdo ou qual residuo de cisteina esta
envolvido ndo estd determinadao. Estes aspectos podem ser investigados em
metodologias envolvendo espectrometria de massas para a analise de AhpCs
previamente tratadas com C-3 e procedimentos de docking molecular do composto,
podendo fornecer importantes informac6es sobre quais cisteinas ou outros residuos
estédo envolvidos na interacdo para estabilidade do composto.

*Determina¢io da estrutura cristalografica de AhpC de S. typhimurium
apods tratamento com Adn ou C-3. Este objetivo é bastante ambicioso uma vez que os
compostos ou sdo muito caros (Adn) ou disponibilizados em quantidades diminutas para
triagens de cristalizagdo. Por este motivo, para aumentar as chances de se obter sucesso,
sera utilizada AhpC de S.typhimurium, pois ja foram descritas mais de uma dezena de
condicdes de cristalizacdo. Neste contexto, seriam utilizadas condi¢des previamente
identificadas e a obtencdo de complexos proteina-ligantes seria efetuada por co-
cristalizagdo ou soaking.

*Avalia¢do da atividade de holdase de Prx 2-Cys tipicas contendo Thr ou
Ser na TC. Uma vez que determinado que as proteinas selvagens PaAhpCe SeAhpC de
bactérias conferem maior protecdo de proteinas contra a denaturacdo térmica, €
importante determinar o que ocorre para as proteinas PaAhpC™*° e SeAhpC>*®T e

17448 ,

também com enzimas de levedura contendo Thr ou Ser na TC (Tsal, Tsa2, Tsa e

Tsa2544T

) para avaliar de forma comparativa o efeito de substituicdes de Thr por Ser em
proteinas selvagens e mutantes de procariotos e eucariotos.

*Determinacao da estrutura molecular de espécies hiperoxidadas de Prx 2-
Cys tipicas de procariotos eeucariotos contendo Thr/Ser. Estas abordagens séo
importantes pois ja foram detectados diferentes tipos de complexos moleculares de alto
peso molecular formado por Prx 2-Cys tipicas (toroides e esféricos). Entretanto, apesar
da substituicdo de Thr por Ser levar a alteracGes na estrutura quaternaria de proteinas
oxidadas e reduzidas, esta substituicdo nunca foi avaliada a luz da formacdo de

diferentes complexos em bactérias.
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Identificacdo de novos inibidores de forma racional. Iniciamos este trabalho
com a escolha de compostos feita de forma racional pelo Prof. Dr. Joao H. G. Lago,
baseado principalmente no esqueleto hidrofébico e volumoso dos compostos. Os dados
obtidos neste trabalho e novos dados da literatura permitem inferir que além do
esqueleto volumoso e carater hidrofébico dos compostos, um aceptor de Michael €
importante para o estabelecimento da interacdo entre proteina e ligante. Desta forma,
serdo testados novos compostos contendo estas duas caracteristicas, em variadas formas
e tamanhos.

eAvaliacdo das taxas de decomposicio de hidroperdxidos de lipideos de
relevancia bioldgica por AhpCs. Apesar de estudos demostrarem que para
determinadas tiél peroxidases existem taxas de decomposicéo na ordem de 10°M™s™
(hidroperoxido de acido oleico para Ohr e de acido araquidonico para AhpE), nenhum
estudo visou avaliar as taxas de decomposi¢do de hidroperdxidos de lipideos de
relevancia biolégicas por AhpC. O maior entendimento de seus substratos bioldgicos

pode levar a identificacdo de inibidores mais eficientes.
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PROCURACAO

A UNIVERSIDADE DE SAO PAULO - USP, autarquia estadual de regime especial,
REEI)%R criada pelo Decreto Estadual n°® 6.283, de 25 de janeiro de 1934, modificado pelo

Decreto-Lei n° 13.855, de 29 de fevereiro de 1944, regida por seu Estatuto baixado
através da Resolug@o n° 3.461, de 07 de outubro de 1988, com sede a Rua da Reitoria,
374 — Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira”, Butantd, Sdo Paulo/SP,
CEP 05508-220, inscrita no CNPJ/MF sob o n® 63.025.530/0001-04, neste ato
representada por seu Reitor, Prof. Dr. VAHAN AGOPYAN, brasileiro, casado,
portador do RG n° 4.810.600-8 SSP/SP e inscrito no CPF/MF sob o n° 839.536.208-
00, domiciliado em Sdo Paulo, com endereco funcional & Rua da Reitoria, 374 —
Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira”, Butantd, Sdo Paulo/SP, CEP
05508-220, pelo presente instrumento e na melhor forma de direito, nomeia e constitui
seus bastantes Procuradores LUIS GUSTAVO GOMES PRIMOS, brasileiro, solteiro,
advogado, portador do RG n° 15.619.942-7 e inscrito no CPF/MF sob o n°
088.524.078-20 ¢ na OAB/SP sob o n° 126.061, domiciliado nesta Capital, com
endereco funcional na Rua da Reitoria, 374 — 2° andar — Cidade Universitaria
“Armando de Salles Oliveira”, Butantd, Sio Paulo/SP, CEP 05508-220; ¢ MARIA
APARECIDA DE SOUZA, brasileira, solteira, agente de inovagdo, portadora do RG
n°® 20.436.777 SSP/SP, inscrita no CPF/MF sob o n° 121.846.178-06 ¢ API n° 1833,
domiciliada nesta Capital, com endereco funcional na Avenida Torres de Oliveira, 76,
Jaguaré, Sdo Paulo/SP, CEP 05347-902, a quem confere os mais amplos poderes de
representagdo perante o Instituto Nacional da Propriedade Industrial — INPL, o Registro
Nacional de Cultivares — RNC e o Servigo Nacional de Prote¢do de Cultivares —
SNPC, podendo, em nome da mandante, praticar todos os atos que se fizerem
necessarios ao registro de marcas, patentes, protecdo e registro de cultivares,
cumprimento de exigéncias, averbagdes de contratos de licenciamento ou transferéncia
de tecnologia, oferecimento de oposigdes, recursos, cancelamentos ou revisdes
administrativas, bem como sua contestagdio, pedidos de caducidade, pagamento de
anuidade, retirada de certificados, requerimento de prorrogagdo, alteragdo de sede,
denominag@o ou titular, requerer buscas, desarquivamento, vistas de processos,
promover o registro de direitos autorais, e de programas de computador, nas
reparticdes competentes, autorizar a copia de documentagfio técnica de programa de
computador, podendo ainda desistir de pedidos, bem como praticar todo ¢ qualquer
outro ato que se faga necessario ao bom e fiel cumprimento desta procuragdo, podendo
ainda agir em separado, independentemente da ordem de nomeagfo, ficando
ratificados os atos eventualmente j4 praticados.

S&do Paulo, 20 de fevereiro de 2018.

L . Rua da Reitoria, 374 — Cidade Universitaria — 05508-220 — S#o Paulo — SP — Brasil
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PROCURAGAO

Por este instrumento particular de Procuragao, a UNIVERSIDADE
ESTADUAL PAULISTA "“JULIO DE MESQUITA FILHO” - UNESP, autarquia
estadual de regime especial, criada pela Lei n°® 952 de 30.01.1976, com sede
na Rua Quirino de Andrade, 215, Centro, CEP 01.049-010, Sdo Paulo/SP,
inscrita no CNPJ/MF sob n© 48.031.918/0001-24, doravante designada
simplesmente UNESP, neste ato, representada por seu Magnifico Reitor, Prof.
Dr. SANDRO ROBERTO VALENTINI, de acordo com o Art. 34, I de seu Estatuto,
ou quem legalmente o substitua, nomeia e constitui sua bastante procuradora,
a UNIVERSIDADE DE SAO PAULO, denominada USP, autarquia estadual de
regime especial, regida por seu Estatuto, aprovado pela Resolugdao n.% 3.461,
de 07 de outubro de 1988 e pelo Regimento Geral, aprovado pela Resolucao
n.° 3.745, de 19 de outubro de 1990, com sede na Rua da Reitoria, 374, Sao
Paulo - SP, inscrita no CNPJ/MF sob n.° 63.025.530/0001-04, neste ato
representada por seu Magnifico Reitor, Prof. Dr. VAHAN AGOPYAN, inscrito no
CPF sob 0 n.© 839.536.208-000, outorgando-lhes poderes para representa-los
perante o Instituto Nacional da Propriedade Industrial - INPI, para o fim de
requerer e processar direitos de propriedade intelectual, tais como patentes
de invencdo, de modelos de utilidade, desenhos industriais, registros de
marcas de produto, de servigo; coletivas ou de certificagcdo, de indicagdes
geograficas, direitos do autor, de software e manté-los em vigor com amplos
e ilimitados poderes para assinar peticdes e documentos, pagar taxas, anotar
transferéncias, fazer prova de uso das invengdes patenteadas ou das marcas
registradas, apresentar oposicGes, recursos, réplicas, desistir, renunciar,
anotar, averbar contratos de licenca e transferéncias de tecnologia, elaborar
notificagdes extrajudiciais, e praticar para os fins mencionados todos os atos
necessarios perante as autoridades administrativas competentes no Brasil,
em beneficio da Outorgante, ratificando os atos ja praticados, especialmente
para o pedido de privilégio de invengdo: “USO DE DITERPENOIDES ENT-
CAURANOS EM ASSOCIACAO A ANTIBIOTICOS PARA INIBICZ\O DE ENZIMAS
PEROXIRREDOXINAS DE MICRORGANISMOS PARA O COMBATE DE INFECCGES
MICROBIANAS".

Sdo Paulo, 15 de julho de 2020.
Sy s Whs A3

UNESP
Prof. Dr. SANDRO ROBERTO VALENTINI

Reitor
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USO DE DITERPENOIDES ENT-CAURANOS EM ASSOCIAGAO A
ANTIBIOTICOS PARA INIBICAO DE ENZIMAS PEROXIRREDOXINAS DE
MICRORGANISMOS PARA O COMBATE DE INFECGOES MICROBIANAS

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente 1invengdo se 1insere no campo da
Microbiologia, mais precisamente na area da Bacteriologia, e
descreve o uso de diterpenoides ent-caurdnicos, como a
adenantina (Adn) , ou seus derivados em associacéo a
antibidéticos que promovem aumento do estresse oxidativo, como
os B-lactémicos, aminoglicosideos e quinolonas, por exemplo a
canamicina (Kan) e a gentamicina (Gen), e também as
polimixinas, como potencializadores da atividade
antimicrobiana desses férmacos. Além disso, o efeito sinérgico
da utilizacdo em conjunto dessas substédncias apresenta um
elevado potencial de aplicacdo farmacéutica em tratamentos de
diferentes infecg¢des causadas por microrganismos, a fim de
sensibilizar bactérias que apresentem resisténcia a esses
ultimos e também pode reduzir as quantidades administradas de
antibiéticos em pacientes reduzindo os efeitos colaterais.

FUNDAMENTOS DA INVENGCAO

[002] Antibidéticos revolucionaram as medicinas humana
e veterindria e sdo considerados um dos maiores, sendo o maior,
avanco médico no século XX. A era dos antibidéticos normalmente
remete a nomes como Paul Ehrlich, Sahachiro Hata e Alexander
Fleming (Strebhardt e Ullrich, 2008). Na busca de compostos
quimicos que fossem eficientes no tratamento da sifilis, uma
doenca sexualmente transmissivel cujo agente etioldgico é
representado pela bactéria Treponema pallidium, o quimico Paul
Ehrlich sintetizou centenas de moléculas orgénicas derivadas

do arsénio, as quais foram testadas pelo bacteriologista
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Sahachiro Hata e levou a descoberta da molécula 606 (Aminov,
2010; Strebhardt e Ullrich, 2008). Esta molécula se mostrou
eficaz no tratamento de infecg¢des causadas por T. pallidium e
foi lancada no mercado pela Hoechst sob o nome Salvarsan.
Entretanto, a molécula era extremamente suscetivel a oxidacéo
pelo 0O, atmosférico, exibia baixa solubilidade e diversos
efeitos colaterais, incluindo erupcdes cuténeas, danos ao
figado, nduseas e vbmitos. Posteriormente, ela foi substituida
pela Neosalvarsan o qual ndo era suscetivel a oxidacédo e
apresentava maior solubilidade e menor toxicidade, entretanto,
efeitos colaterais como nauseas e vdmitos continuavam comuns
(Aminov, 2010).

[003] Finalmente nos anos 1940, como consequéncia da
segunda guerra mundial, ocorreu a colaboracdo entre governos
de paises distintos e diferentes laboratérios como Merck,
Pfizer e Squibb, o que viabilizou a producdo e distribuicédo de
um novo medicamento que apresentava maior
eficiéncia/estabilidade e reduzidos efeitos colaterais gque
substituiu o Neosalvarsan, a Penicilina. A penicilina é uma
substédncia com acdo bactericida produzida pelo fungo
Penicillium notatum identificada e caracterizada por Alexander
Fleming (Alexander Fleming, 1929). Esta molécula é denominada
de B lactémico em razdo de possuir um anel caracteristico que
recebe este nome pela sua estrutura (Aminov, 2010; Strebhardt
e Ullrich, 2008).

[004] Baseados nos trabalhos pioneiros de Paul
Ehrlich, Sahachiro Hata e Alexander Fleming, pesquisadores
ligados a industrias farmacéuticas e institui¢des de ensino e
pesquisa caracterizaram as mais diferentes classes de

antibidéticos com distintas ag¢des Dbioldgicas. O periodo
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compreendido entre os anos 1950 e 1970 foi o auge das
descobertas de novas classes de antibidticos (Aminov, 2010;
Strebhardt e Ullrich, 2008) (Tabela 1). Entretanto, apds este
periodo o numero de novos antibidéticos 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 antibidéticos tem sido, em sua grande
maioria, baseada na modificacdo dos antibidéticos existentes,
inclusive por razdes econbmicas (Chopra, Hesse e 0’'Neill,
2002) .

Tabela 1: Principais classes de antibidéticos, exemplos,

processos bioldgicos atingidos e agdo descoberta.

Classe de Modo de agdo /
Exemplos Alvo Bioldgico
antibiético Descoberta
B lactéamicos Penicilinas Biossintese de Bacteriostatico ou
(ampicilina), peptoglicanos bactericida (dependente
cefalosporina (proteinas de ligacéo da concentracdo) / 1928
(cefamicina), a penicilina - PBPs)
penema
(meropenema) ,
monolactamicos
(aztreonam)
Aminoglicosideos Gentamicina, Traducédo Bacteriostatico/1943
estreptomicina,
espectinomicina
Glicopeptideos Vancomicina, Biossintese de Bactericida/1950
teicoplanina peptoglicanos
Tetraciclinas Minociclina, Traducédo Bacteriostatico/1953
Tigeciclina
Macrolideos Eritromicina, Traducédo Bacteriostatico ou
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azitromicina bactericida (dependente
da bactéria) / 1950
Lincosamidas Clindamicina Traducédo Bacteriostatico ou
bactericida (dependente
da concentracdo) / 1963
Estreptograminas Synercid Traducgéo Bacteriostdtico/1953
Oxazolidinonas Linezolida Traducdao Bacteriostatico/1952
Fenicéis cloramfenicol Traducdao Bacteriostatico/1947
Quinolonas Ciprofloxacino Replicacédo do DNA Bactericida/1962
(Topoisomerase)
Pirimidinas Trimetoprima Metabolismo C1 Bacteriostatico/1962
Sulfonamidas Sulfametoxazol Metabolismo C1 Bacteriostatico/1932
Rifamicinas Rifamicinas Transcricédo Bactericida/1957
Lipopeptideos Daptomicina Membrana celular Bactericida/1986
Peptideos Colistina Membrana celular Bactericida/1949
catidnicos
Modificado de Davies e Davies (2010).
[005] De fato, o desenvolvimento de novos

antibiéticos pela industria farmacéutica, experimentou e tem
experimentado um vertiginoso decréscimo devido a obstéaculos
econdmicos e regulatdérios bem como fusdes empresariais que

reduziram substancialmente o numero de pesquisas. Das 18

maiores empresas farmacéuticas, 15 abandonaram a producdo de

antibidéticos (Bartlett, Gilbert e Spellberg, 2013; Piddock,

2012) .
[0006] Para a indUGstria farmacéutica os antibidticos

ndo sdo mais considerados um 1investimento economicamente
vantajoso, uma vez que, sua utilizacdo ocorre somente por um
curto periodo de tempo, e portanto, ndo sdo tdo lucrativos como

aqueles utilizados para o tratamento de doencas crdnicas como
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diabetes, transtornos psiquiatricos, asma, doencas cardiacas
dentre outros (Bartlett, Gilbert e Spellberg, 2013; Gould e
Bal, 2013; Piddock, 2012). Uma anadlise custo-beneficio do
Escritdério de Economia da Saude (Office of health economics -
OHE) da Inglaterra calculou que o valor liquido de um novo
antibidético é de apenas 50 milhdes de dblares, o que é bastante
inferior a medicamentos utilizados ©para tratamentos de
cardiopatias e doencas neuromusculares qgque podem alcancar 1
bilhdo de délares (Bartlett, Gilbert e Spellberg, 2013).

[007] Ainda no que concerne ao fator econdmico, o
valor dos antibidticos ¢é considerado baixo pela indistria
farmacéutica. 0 tratamento de doencas infeciosas com
antibidéticos mais modernos apresenta um custo variando de
1.000-3.000 doélares, enquanto quimioterdpicos utilizados no
tratamento de neoplasias alcancam dezenas de milhares de
délares (Bartlett, Gilbert e Spellberg, 2013; Gould e Bal,
2013; Piddock, 2012). Agravando este cendrio, as pesquisas
conduzidas por grupos de instituicdes académicas também foram
substancialmente reduzidas em razdo da crise econdmica mundial
iniciada em 2007, e, gque ainda traz grandes reflexos para a
sociedade como um todo (Piddock, 2012). A grande necessidade
de novos antibidéticos reside no aparecimento crescente de
bactérias resistentes a diversos antibidéticos wutilizados
atualmente, tépico que serd abordado a seguir.

Bactérias resistentes a miltiplos antibiéticos

[008] As taxas de mortalidade relacionadas as
infeccdes bacterianas resistentes a multiplas drogas (Multi
Drug Resistance - MDR) tém se tornado cada vez mais elevadas,
0 que constitui um grave problema de satde em todo o mundo. Na

Unido Europeia (UE) a cada ano, cerca de 25.000 pacientes
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morrem em decorréncia de infecgdes ocasionadas por bactérias
MDR (ECDC / EMEA Joint Working Group, 2009). Nos Estados Unidos
da América (EUA) cerca de 63.000 pacientes morrem anualmente
como consequéncia de infecgdes hospitalares ocasionadas por
bactérias MDR (Ventola, 2015). Os custos econdmicos estimados
na UE revelam que oS gastos para o sistema de satde, em conjunto
com a perda de produtividade dos pacientes, geram um prejuizo
aproximado de 1.5 bilhdes de euros por ano (ECDC / EMEA Joint
Working Group, 2009). Em periodo similar (2006), o custo anual
do tratamento de infecg¢des hospitalares nos EUA de apenas seis
espécies de bactérias MDR foi estimado em aproximadamente 1.9
bilhdo de ddbélares (Ventola, 2015).

[009] Pelos dados acima é possivel perceber que a
situacdo €& altamente preocupante e, em 2013 o CDC (Centers for
Disease Control and Prevention) dos EUA declarou que estamos
na "era pbés-antibidtica”. Esta declaracdo estd alinhada com a
Organizacdo Mundial da Saude (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, Dominey-Howes e Labbate, 2014; Reardon,
2015) .

[010] Entre os patdégenos Gram positivos, a maior
ameaca para uma pandemia global é representada por bactérias
como Staphylococcus aureus € o género Enterococcus (CDC, 2013;
Rossolini, 2014). De fato, ainda na década de 1960 ja foram
descritos isolados de Staphylococcus resistentes a
metaciclina, denominados de MRSA (para Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus). Nessa época, para o tratamento das
infeccdes causadas por este agente etioldgico, foi utilizada a

vancomicina. Entretanto, duas décadas mais tarde, foram
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identificadas linhagens resistentes a vancomicina e,
atualmente, as MRSA representam uma grande ameaca a salde
publica mundial (Ventola, 2015). De fato, somente nos EUA, as
MRSAs s&do responsaveis todos os anos por mais mortes do que a
AIDS, doenca de Parkinson, enfisema e homicidio juntos (CDC,
2013) . Adicionalmente, apesar da resisténcia aos antibidticos
anti-MRSA geralmente ocorrer através de mutagdes, existem
estudos que demonstram a transferéncia de genes de resisténcia
aos antibidéticos linezolida (oxazolidinonas) e glicopeptideos,
aspecto de grande gravidade (Rossolini et al., 2014).

[011] Patdgenos Gram-negativos também trazem
preocupacdo porque estdo se tornando resistentes a quase todos
os antibidéticos disponiveis (Golkar, Bagasra e Pace, 2014;
Rossolini et al., 2014). O surgimento de bacilos Gram-negativos
MDR tem tido grande impacto na medicina, e as infecc¢des mais
graves ocorrem em ambientes hospitalares sendo as mais comuns
causadas por Enterobacteriaceae (principalmente Klebsiella
pneumoniae), Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter (CDC,
2013; Rossolini et al., 2014). Bactérias patogénicas Gram-
negativas MDR como Escherichia coli e Neisseria gonorrhoeae
também estdo se tornando cada vez mais prevalentes em ambientes
hospitalares, e j& foi demonstrado que diversas linhagens
produzem p-lactamases capazes de 1inibir a acdo de diversos
antibidéticos PB-lactémicos (Ventola, 2015).

[012] E importante deixar claro que bactérias MDR
ameacam o atendimento hospitalar tanto em paises de alta renda
per capita quanto naqueles que possuem baixa renda, afetando
tanto os procedimentos terapéuticos de alta complexidade como
aqueles de rotina para doencas infecciosas comuns. Uma vez que

a resisténcia tenha se manifestado, as bactérias resistentes
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podem espalhar-se nos hospitais, nas comunidades e meio
ambiente. A escassez de novos antibidticos possibilita que
infecg¢des intratédveis se tornem cada vez mais comuns, o que é
particularmente preocupante, pois apds o aparecimento, a
resisténcia antimicrobiana é irreversivel ou caracteriza-se
por uma reversdo muito lenta apesar da introducdo de programas
de contencdo e vigiléncia. De fato, em razdo da falta de novos
medicamentos e do aparecimento de linhagens multirresistentes,
antibidéticos que haviam sido proibidos por conta de graves
efeitos colaterais, incluindo danos renais e nervosos, voltaram
a ser utilizados, como a colistina, que foi banida entre os
anos 1990 até meados de 2010.

Causas da Resisténcia e Disseminacéo

[013] Trabalhos recentes demonstram gque um grande
numero de bactérias ambientais filogeneticamente distintas é
capaz de utilizar antibidticos, como B lactamicos,
tetraciclinas, vancomina, dentre outros, como Unica fonte de
carbono, o gque revela um amplo reservatdédrio de genes due
codificam proteinas de resisténcia a antibidticos (Dantas et
al., 2009). Adicionalmente, existe um numero crescente de
evidéncias da transferéncia de genes que codificam proteinas
de resisténcia a antibidéticos para bactérias patogénicas
humanas (D’Costa et al., 2011; Dantas et al., 2008; Forsberg
et al., 2012; Hu et al., 2016).

[014] O descarte constante no meio ambiente de
antibidéticos, através de esgotos ndo tratados e que séo
lancados em corpos de agua como rios e oceanos, representa um
risco para o aparecimento de bactérias resistentes (Segura et
al., 2009). Atencdo especial é dada as estagdes de tratamento

de esgoto, onde ocorre grande concentracdo de Dbactérias
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ambientais e oriundas do microbioma de humanos e animais em
uma diminuta &rea, o que torna as condicg¢des particularmente
adequadas para troca/alteracdo de material genético contendo
genes de resisténcia e posterior propagacédo de bactérias (Alds,
2015; Czekalski et al., 2012; Rizzo et al., 2013).

[015] No que diz respeito a mutacgdes nos genes que
codificam proteinas alvo dos antibiéticos, trabalhos recentes
sugerem que baixas doses de antibidticos levam ao aparecimento
de linhagens resistentes em razdo de mutacdes, ponto que seré
discutido em maior detalhe na préxima secdo. De fato, foi
demonstrado o aparecimento de bactérias resistentes em
concentracdes de antibidticos bem abaixo da concentracdo minima
inibitéria para crescimento, o que demonstra que o aparecimento
das linhagens resistentes pode ocorrer no regime ambulatorial,
onde as concentracdes de antibidéticos ndo sdo muito elevadas
ou quando a prescricdo médica ndo é seguida integralmente por
pacientes externos aos hospitais (Gullberg et al., 2011). Por
estas razdes, diversos palises possuem a venda de antibidéticos
extremamente controlada. No Brasil, a restricdo de venda esté
em vigor desde 2010 e engloba 119 antibidéticos
(http://www.anvisa.gov.br/sngpc/Documentos2012/RDC%2020%20201
1.pdf).

[016] Outro fator bastante relevante para o}
aparecimento de linhagens resistentes reside na utilizacdo de
baixas concentracdes de antibidticos na racdo animal, prética
associada com o maior ganho de peso, de modo que os antibidticos
sdo utilizados como promotores de crescimento (em massa) para
animais, contribuindo para o aparecimento de bactérias
resistentes (Giguére, Prescott e Dowling, 2007). Em razdo deste

grande problema para a saude publica, diversos paises tém
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banido a utilizacdo de antibidéticos na racdo animal, como é o
caso dos paises constituintes da Unido Europeia (UE), que
proibiram sua wutilizacdo em 2006. Essa proibicdo 1levou a
interrupcdo da utilizacdo de antibidéticos para fins de ganho
de peso em bovinos no Brasil, em razdao do grande volume de

importacgdes para paises da UE (Millen et al., 2011).

[017] Por outro lado, nos EUA 13 toneladas de
antibidticos foram utilizadas em animais em 2010,
principalmente como promotores de crescimento (Bartlett,

Gilbert e Spellberg, 2013). Apesar de restrigdes introduzidas
em 01/2017 pelo FDA (Food and drug admnistration), diversas
moléculas que possuem propriedades antibidticas (Amprolium,
Bacitracina, Bambermicina, Carbadox, Decoquinato,
Fenbendazole, Lasaloacid, Monensina, Melengestrol, Ractopamina
e Tiamulina) ainda sdo permitidas para utilizacdo no
agronegbcio
(https://www.federalregister.gov/documents/2016/12/27/2016-
31083/newanimal-drugs-for-use-in-animal-feed-approval-of-new-
animal-drug-applications-withdrawal-of). E importante
salientar que regulamentagdes ndo estdo presentes na maioria
dos paises; por exemplo, a China produz aproximadamente 40
toneladas de antibidéticos, dos quais 50% sdo utilizados na
producdo animal (Wang et al., 2016).

[018] Outro caso emergente é representado pela
aquicultura, a qual experimentou um significativo crescimento
nos uUltimos anos. Nela, os antibidéticos crescentemente
utilizados como profildticos contaminam corpos de &agua, o que
por si sé possui grande potencial para o aparecimento de
linhagens resistentes a antibidéticos em razdo da transferéncia

génica, selecdo e/ou mutacdo (Cabello, 2006; Done, Venkatesan
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e Halden, 2015). Entretanto, ndo existe uma regulamentacéo
clara em nenhum pais que vise diminuir a wutilizacdo de
antibidticos nessa &area (Cabello, 2006; Done, Venkatesan e
Halden, 2015).

[019] No que concerne a disseminacdo de linhagens
resistentes a antibidticos, a globalizacdo sem duvida contribui
de forma extremamente significativa. O maior intercémbio entre
0s paises por meio do comércio de animais, alimentos, bens de
consumo, viagens de turismo e negdbdcios, movimentos migratdérios
de fundo religioso, cientifico ou politico (estdgios no
exterior, refugiados, missionarios, intervencgdes militares),
dentre outros, favorece fortemente a dispersdo de bactérias
super-resistentes, o que evidencia que este é um problema de
dimensdes globais (Alds, 2015; Kennedy e Collignon, 2010).

[020] Como pode ser observado acima, o problema com
os antibidéticos é mundial, bastante complexo e sua resisténcia
engloba aspectos, genéticos, evolutivos e ambientais. De fato,
outros fatores envolvendo saneamento basico, idade, nutricéo,
estado imunoldégico também influenciam na dispersédo de linhagens
MDR (Martinez e Baquero, 2014). Apesar de ocorrer de forma
acentuada em diversos paises, a auséncia de um controle mais
rigido para a utilizacdo de antibidéticos - seja para a saude
humana ou animal e a falta de colaboracdo integrada global faz
com que o perigo do surgimento de bactérias MDR prospere, uma
vez que em diversos paises das Américas central e do sul, parte
da Europa, do continente Africano e do continente Asiatico, o
controle dos antibidticos é bastante precdrio. Neste contexto,
além de uma politica de controle global de antibidticos é
bastante importante que sejam efetuados esforcos na busca de

novos alvos bioldgicos e novas classes de antibidéticos com o

Peticdo 870200099960, de 10/08/2020, pag. 25/91



12/55

objetivo de evitar epidemias ou mesmo pandemias.

P

A letalidade de antibiéticos é acompanhada pela geracgéo

de espécies reativas de oxigénio (EROs)

[021] Estudos recentes e independentes indicam que
diferentes classes de antibidticos, independentemente das suas
interacgdes farmaco-alvo, geram niveis variaveis de EROs que
contribuem decisivamente para a morte celular dos patdgenos.
Os trabalhos investigaram o efeito de classes de antibidéticos
distintas e muito utilizadas como f-lactamicos,
aminoglicosideos e fluoroquinolonas em diversas espécies
bacterianas (Acinetobacter baumannii, Bacillus subtilis,
Bacillus anthracis, Burkholderia cepecia, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae, dentre outros) (Bizzini et
al., 2009; Breidenstein et al., 2008; Calhoun e Kwon, 2011;
Davies et al., 2009; Foti et al., 2012; Girgis, Hottes e
Tavazoie, 2009; Grant et al., 2012; Gusarov et al., 2009; Kang
et al., 2012; Kohanski et al., 2008; Ling et al., 2012; Liu et
al., 2010, 2012; Nguyen et al., 2011; Shatalin et al., 2011;
Wang et al., 2010; Yeom, Imlay e Park, 2010). Apesar de existir
ainda grande debate sobre a relacdo de antibidéticos, geracéo
de EROs e letalidade em patdgenos, trabalhos recentes
utilizando as mais distintas abordagens confirmam os dados
obtidos pelos diferentes grupos de pesquisa (Acker, Van et al.,
2016; Dwyer, Belenky, Yang, MacDonald, et al., 2014). Também
foi demonstrado que o aumento intracelular dos niveis de EROs
é capaz de promover eficientemente a morte de patdgenos
(Brynildsen et al., 2013; Jee et al., 2016).

[022] Neste contexto, foi demonstrado que as trés
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principais classes de drogas Dbactericidas (f-lactdmicos,
aminoglicosideos e fluoroquinolonas) utilizam um mecanismo
comum que estimula a producdo de doses letais de radicais
hidroxila (HO") por meio de reacdes quimicas de Fenton. De
fato, a administracdo de quelantes de ferro (Fe) atenua a morte
bacteriana por farmacos, sugerindo que os radicais hidroxila
contribuem para a morte celular bacteriana por antibidéticos.
Dessa forma, é importante salientar que a producdo de perdxido
de hidrogénio (H202) por meio da dismutacdo efetuada pela enzima

superdéxido dismutase (Sod) também pode favorecer a formacgéo

HO*. Além disso, o Hz02 Jjuntamente com o radical é&nion
superdxido (0z2°) também é capaz de produzir HO® por meio da
reacdo de Harber-Weiss (Figura 1). Ponto de importéncia reside

no fato que, apesar dos diferentes farmacos bactericidas (B-
lactamicos, aminoglicosideos e fluoroquinolonas) terem
diferentes alvos bioldgicos (proteinas de ligacdo a penicilina,
ribossomo e topoisomerase, respectivamente), todos eles
convergem em uma via comum.

[023] Essa via é Dbaseada na producdo de oxidantes
através de resposta metabdlica envolvendo o ciclo do acido
tricarboxilico (Tricarboxylic Acid Cycle - TCA) que induz a
rapida deplecdo de Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (NADH),
resultando em uma hiperativacdo da cadeia de transporte de
elétrons gque aumenta a producdo de produtos secundarios como ©
02~ e o H202 (Kohanski, DePristo e Collins, 2010). O 02°° pode
atacar grupamentos ferro-enxofre (Fe-S) presentes em diversas
proteinas que executam fungdes variadas, desde transporte de
elétrons a catadlise enzimdtica e regulacdo génica. Neste
contexto, em especial o 02°° pode levar a disponibilizacdo de

Fe ferroso dos grupos Fe-S que participa da reagcdo de Fenton,
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resultando em formacdo de HO®" que auxilia na morte celular
(Figura 2) (Kohanski, DePristo e Collins, 2010).

[024] O H202 também é capaz de danificar grupos Fe-S
(Imlay, 2008; Jang e Imlay, 2010), o gue deve maximizar este
processo e levar a mais danos celulares. A importancia do H20:
e do Fe?t (férrico) é ressaltada pela existéncia de proteinas
denominadas de Dps (DNA-binding protein from starved cells)
que pertencem a familia das ferritinas. Este grupo de proteinas
é capaz de se ligar ao DNA bacteriano e sequestrar o Fe?*, o
que evita sua reacdo com Hy02 (reacdo de Fenton 1) e protege
fisicamente o DNA (Haikarainen e Papageorgiou, 2010; Wolf et
al., 1999). De fato, bactérias Adps (bactérias com o gene dps
deletado) sédo altamente suscetiveis a morte por Hz02 e possuem
sua viruléncia atenuada em macrdéfagos e camundongos (Halsey et
al., 2004; Velayudhan et al., 2007).

[025] Outro ponto de grande importdncia dos trabalhos
acima mencionados é demonstrar que, apesar de possuirem alvos
bioldégicos distintos, os antibidéticos atuam gerando EROs que
possuem capacidade de danificar o DNA. Portanto, é importante
perceber a relacdo observada previamente entre baixas doses de
antibidéticos e o aparecimento de Dbactérias resistentes
(Giguere, Prescott e Dowling, 2007) . Concluindo, altas
concentracdes ou concentracdes apropriadas de antibidticos
levam a sérios danos em biomoléculas em especial no DNA
impossibilitando a sobrevivéncia do patdégeno. No lado oposto,
baixas concentracdes de antibidticos podem produzir mutacdes
no DNA acelerando as taxas de evolucdo, o que deve contribuir
para o aparecimento de linhagens resistentes.

Defesas oxidativas do organismo na infeccdo por patdgenos

[026] Quando um patdégeno invade um hospedeiro ocorre
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um dos mecanismos de defesa mais estudados, denominado de
exploséo respiratdria (respiratory  burst), o qual se
caracteriza pela geracdo de grandes quantidades de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERN). A geracdo das
EROs é devido a ativacdo de uma oxidase multicomponente (NADPH
oxidase, também denominada de fagdcito oxidase), que oxida o
NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido) e,
no processo, reduz o oxigénio a 02 (Halliwell e Gutteridge,
2015) . Em neutrédéfilos, essa rapida reacdo oxidativa é disparada
pelos sinais de ativacdo e acompanha a fagocitose (Babior,
2004) . Quando o radical 02" sofre dismutacgdo, produz H202, uma
molécula altamente difusivel no organismo capaz de desencadear
mecanismos potencialmente téxicos para as células (Gordon,
2016; Halliwell e Gutteridge, 2015; Underhill e Ozinsky, 2002).
O H»02, por si sb6, ndo é capaz de destruir eficientemente o
patdégeno. Entretanto, gradnulos azurdéfilos dos neutrdfilos
contém a enzima mieloperoxidase (MPO), que catalisa a reacdo
entre o Hz02 e ions haletos (Cl-), produzindo &cido hipocloroso
(HOCl), um potente agente microbicida (Klebanoff, 2005;
Winterbourn e Kettle, 2013). Adicionalmente, conforme Jja
mencionado, o Hz02 também é convertido HO®, por meio de reacdes
quimicas como as de Fenton e de Haber-Weiss, outro agente
destrutivo muito potente podendo atingir e destruir membranas
celulares, proteinas e causar mutacdes em Aacidos nucleicos
(Halliwell e Gutteridge, 2015).

[027] Outra forma de eliminar os organismos invasores
é através da producdo do radical éxido nitrico (NO°). O NO* é
gerado guando ocorre a oxidag¢do da arginina na presencga da
molécula de oxigénio, sendo esta reacdo catalisada pela enzima

6xido nitrico sintetase (NOS) (Fritzsche, Schleicher e Bogdan,
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2010; Prolo, Alvarez e Radi, 2013). Elevadas concentracdes de
NO* podem originar uma série de compostos reativos, as ERNs.
Por exemplo, a reacdo NO® com o radical dnion superdxido promove
a liberacdo de peroxinitrito (ONOO*), um potente agente
oxidante cujos derivados sdo capazes de causar danos ao DNA e
oxidacdo lipidica (Calcerrada, Peluffo e Radi, 2011; Niles,
Wishnok e Tannenbaum, 2006).

[028] Diante da exposicdo as diversas fontes de
espécies reativas, os hospedeiros possuem mecanismos de defesa
para evitar danos maiores provocados por estas substdncias
produzidas endogenamente durante a interacgcdo hospedeiro-
patdébgeno. Os patdgenos, da mesma maneira, para se defenderem
dos efeitos tdéxicos destas espécies reativas, dispdem de
enzimas antioxidantes capazes de ajudad-los a superar a barreira
oxidante imposta pelo hospedeiro, possibilitando assim a
infeccéo.

Proteinas antioxidantes na defesa de patdégenos

[029] Para se defenderem das diferentes fontes de
estresse oxidativo, os patdgenos possuem diversas enzimas
capazes de metabolizar as EROs e ERNs em produtos menos tdxicos
ou atdéxicos. Entre as mais 1importantes enzimas estdo as
superdxido dismutases (Sod) e as peroxidases como as catalases
(Cat) e as peroxirredoxinas (Prx). As Sod sdo enzimas capazes
aumentar a velocidade de dismutacdo do 02°- a H202 de ~10° M-1s-?
(pH7) para ~10° M-1s-! (Halliwell e Gutteridge, 2015). Por sua
vez, a Cat converte o H;0, em H»O em taxas de ~106 M-ls"1 e as
Prx sdo capazes de fazer esta conversdo em taxas gue alcangam
até ~107 Mls-l. A importédncia destas enzimas pode ser medida
pelo grande nuimero de isoformas em bactérias patogénicas. Como

exemplo, em Salmonella entérica sdo encontradas quatro
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isoformas de Sod (SodA, SodB, SodCl e SodC2), trés de Cat
(KatE, KatG e KatN) e trés de Prx (AhpC, TsaA e Tpx) (Ammendola
et al., 2008; Brooks et al., 2011; Fang et al., 1999).
Redundéncia similar é encontrada em outras bactérias o que
revela a importancia das enzimas antioxidantes (Bansal et al.,
2012; Mishra e Imlay, 2012).

[030] Ponto importante reside no fato que a Sod pode
impedir a formacdo de peroxinitrito e, consequentemente de seus
derivados, pela decomposicdo do 02°” impedindo que ele reaja com
o NO*. Adicionalmente, tanto a Sod quantos as peroxidases (Cat
e Prx) sdo fundamentais para impedir a formacd&o do HO® que pode
ocorrer diretamente pela reacdo de Harber Weiss entre Hx02 e ©
02~ ou mediado pelo Fe nas reacgbdes de Fenton (Figura 1). A
redunddncia de enzimas antioxidantes é somente aparente, pois
varias diferem quanto ao substrato, cofatores, regulacédo
génica, estabilidade dentre outros aspectos. Adicionalmente,
mutantes sem enzimas antioxidantes individuais apresentam
susceptibilidade aumentada de EROs (Mishra e Imlay, 2012).

[031] Diversos trabalhos revelam que o bloqueio de
enzimas antioxidantes por agentes quimicos é capaz de acentuar
a morte celular dos patdgenos quando submetidos a estresse
oxidativo ou tratamento com antibidticos e, dessa forma, uma
alternativa 1ldégica seria a utilizacdo destes inibidores de
enzimas antioxidantes em terapias antimicrobianas (Birben et
al., 2012). No entanto, os hospedeiros, e ai se incluem os
humanos, possuem enzimas extremamente semelhantes as dos
patdgenos, principalmente quando se trata da Sod e Cat e os
inibidores acabam por ser téxicos também as células dos
hospedeiros (Benov e Fridovich, 1994; Heikkila e Cohen, 1977;

Lu et al., 1998; Misra e Fridovich, 1978; Roberts e Hirst,
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1996; Sugadev, Ponnuswamy e Sekar, 2011). Neste contexto um
importante alvo seria as Prx, uma vez gque diversas destas
enzimas possuem caracteristicas distintas entre procariotos e
eucariotos.

Peroxirredoxinas e sua importéncia em bactérias

patogénicas

[032] As Prx foram a Ultima grande familia de
peroxidases a ser descoberta. Diferentemente da Sod e Cat,
estas enzimas ndo possuem Jgrupos prostéticos e utilizam uma
cisteina (cisteina peroxidésica, Cp) altamente reativa para
decompor hidroperdéxidos (Kim et al., 1988; Netto et al., 1996).
Adicionalmente, gquando se analisa as estruturas quaternarias
destas enzimas, observa-se que a Cp se encontra em grande
proximidade com uma Thr (ou Ser, em alguns casos) € com uma
arginina (Arg), a qual é totalmente conservada em todas as Prx
j& descritas até o momento. Estes trés residuos de aminoacidos
(Cp, Thr/Ser e Arqg) formam a triade <catalitica, e a
desprotonacdo e a manutencdo de Cp na forma de tiolato séo
altamente dependentes da integridade de Thr/Ser e Arg (Tairum
et al., 2016).

[033] Apesar de todas as Prx possuirem a Cp, elas
constituem uma familia de enzimas Dbastante heterogénea e
diversas classificacdes 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 hidroperdéxido (Wood et al., 2003). As Prx 1-Cys sé&o
proteinas homodiméricas que apresentam apenas um residuo de
cisteina (Cp) envolvido no ciclo catalitico 1localizado na

regido N-terminal. Ja as Prx 2-Cys utilizam dois residuos de
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cisteina no ciclo catalitico, um na regido N-terminal (Cp) e
outro na C-terminal, este Ultimo denominado de cisteina de
resolucao (CrR) . Durante o <ciclo catalitico forma-se um
dissulfeto Cp - Cg, sendo que as Prx 2-Cys tipicas apresentam-
se em homodimeros e formam uma ligacéao dissulfeto
intermolecular, e as Prx 2-Cys atipicas apresentam-se como
monémeros ou homodimeros e formam uma ponte dissulfeto
intramolecular (Wood, Poole e [Karplus, 2003) . Apds 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 peroxidédsica das
Prx, tornando-as aptas a decomposicdo de uma nova molécula de
hidroperdéxido. Neste contexto, a partir deste ponto iremos nos
referir somente as Prx 2-Cys tipicas que sdo alvo desta
solicitacéo.

[034] Enquanto a Cat é capaz de decompor somente H0»
com constante de 106 M-ls7!, as Prx 2-Cys apresentam constantes
de 107-8 M-1s"l, Em contraste com Cat gue responde somente pela
decomposicédo de H»02, as Prx sdo capazes de decompor uma grande
variedade de hidroperdxidos, dentre eles hidroperdxidos de
lipideos (Lp-OOH) e peroxinitrito (NOO-), com constantes de
segunda ordem de 107-8 M-ls-l (Ogusucu et al., 2007; Perkins et
al., 2015; Tairum et al., 2016). Também foi demonstrado que as
Prx 2-Cys tipicas sé&do capazes de decompor até mesmo perdxidos
de proteinas e aminocdcidos com eficiéncia moderada (104 M™1 s-
1), o que revela sua grande versatilidade na decomposicdo de
hidroperdéxidos (Peskin et al., 2010).

[035] Adicionalmente, estas proteinas estdo entre as
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mais abundantes em bactérias. Como exemplo, em Escherichia coli
as Prx estdo entre as dez proteinas mais expressas (Link,
Robison e Church, 1997). Em bactérias, as 2-Cys Prx tipicas,
sdo normalmente denominadas de AhpC (Alquil hidroperdxido
redutase C). Assim como as Prx de eucariotos, as enzimas
bacterianas sdo capazes de decompor com taxas extremamente
elevadas tanto Hz02 quanto perdxidos de lipideos. Ja foi
demonstrado que linhagens de Helicobacter pylori e Helicobacter
hepaticus, agentes causadores de ulceras/gastrites estomacais
e de hepatite crdénica em mamiferos, respectivamente, apresentam
niveis elevados de perdxidos de lipideos quando o gene ahpc é
deletado (Mehta et al., 2007). Resultados similares foram
descritos para Campylobacter jejuni, o agente etioldgico de
gastroenterites (Oh e Jeon, 2014).

[036] Em Salmonella typhimurium, patdgeno responséavel
por moléstias gastrointestinais, febre tifoide e septicemia,
foi demonstrado que linhagens deficientes de Prx apresentam
alteracdo da morfologia celular e proliferacdo reduzida no
interior da célula. O estudo também revelou que quando uma AhpC
é superexpressa em células de S. typhimurium nocautedas para
genes envolvidos na decomposicdo de perdxidos (AKatE, AKatG,
AKatN, AAhpC e ATSA A), o patdgeno recupera as caracteristicas
da 1linhagem selvagem (Hébrard et al., 2009). Estes dados
indicam que as Prx de Salmonella contribuem para a viruléncia
do patdgeno ao capacita-lo a sobreviver em ambientes hostis.

[037] Em Mycobacterium tuberculosis, o agente
etioldgico da tuberculose, a expressdo de AhpC em isolados
clinicos com a delecdo de uma das isoformas de Cat (4katG) é
aumentada tanto no meio intracelular quanto no extracelular, o

que aparentemente ¢é de importdncia para a manutencdo da
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viruléncia de M. tuberculosis (Nieto R et al., 2016). No caso
de S. aureus, o agente etioldgico de diversas infeccdes
hospitalares, AhpC Jjuntamente com a catalase possuem papéis
compensatdérios e sdo fundamentais para a sobrevivéncia e
colonizagcdo do trato respiratdério (Cosgrove et al., 2007).
Estudos envolvendo metatranscriptoma de S. aureus e S.
epidermidis revelaram que ahpc é altamente expresso no trato
respiratério, sendo ao menos trés vezes maior no ambiente in
vivo quando comparado com 0s microrganismos crescidos em meio
de cultura (in vitro) (~1320reads per million X ~540 rpm)
(Chaves-Moreno et al., 2016).

[038] Insultos oxidativos revelam que antioxidantes
bacterianos desempenham um papel na protecdo de microorganismos
(Melillo, Bakshi e Melendez, 2010), ndo somente atuando na
decomposicdo das EROs como também sdo capazes de subverter vias
de sinalizacdo como os envolvidos na resposta imunoldgica
(Baxt, Garza-Mayers e Goldberg, 2013). Neste contexto, é
fundamental explorar novos paradigmas para desenvolver novos
fdrmacos antibacterianos, e ai se incluem as 2-Cys Prx de
bactérias patogénicas (Baxt, Garza-Mayers e Goldberg, 2013;
Melillo, Bakshi e Melendez, 2010).

Inibicdo de Prx2-Cys tipicas por Adenantina (Adn) e

efeito em células tumorais

[039] Os compostos extraidos de plantas despertam um
interesse especial da indastria farmacéutica em funcdo de sua
potencialidade para o desenvolvimento de novas drogas. Entre
esses compostos naturais encontram-se os diterpenocides, uma
ampla classe de metabdlitos secunddrios com significativa
atividade bioldgica que vem sendo investigada quanto a sua

eficidcia no tratamento de diversas doencas como cédncer, doencas

Peticdo 870200099960, de 10/08/2020, pag. 35/91



22/55

cardiovasculares e inflamatdérias (Tirapelli et al., 2008).
Recentemente, foi demonstrado que a adenantina (Adn), um
diterpenoide da classe dos ent-caurénicos, extraido de Isodon
adenantha, possul propriedades antitumorais (Liu et al., 2012,
2013) . Os autores observaram que a Adn possul a capacidade de
induzir a diferenciacdo de células de Leucemia Mieloide Aguda
(LMA), a forma de leucemia aguda mais comum entre adultos (Liu
et al., 2012). Na LMA ocorre um blogqueio da diferenciacdo de
células sanguineas em estédgios especificos de maturacéio,
impedindo a especializacdo celular e levando a proliferacdo
descontrolada de células leucémicas. Acredita-se que essa
diferenciacdo seja mediada por hidroperdéxidos, em especial o
H202, através da oxidacdo de MAP gquinases como ERK1 e ERK2 que
estdo envolvidas na diferenciacdo de células hematopoiéticas
e, portanto, sujeitas a regulacdo por peroxidases (Cassinat et
al., 2011; Hu et al., 2000).

[040] Através de andlises bioquimicas e de biologia
molecular foi demonstrado que os alvos bioldgicos da Adn eram
as 1isoformas citosdlicas de 2-Cys Prx tipicas: Prxl e Prx2.
Também foi demonstrado que a ligagcdo da Adn ocorria
especificamente com o Sy de residuos de cisteina, onde esta
atuaria como um aceptor de Michael em uma reacdo de adicéo
entre o Cl7 da Adn com cisteinas das 2-Cys Prx tipicas Prxl e
Prx2 de células de LMA, originando um aduto e inibindo a
atividade peroxidasica dessas enzimas (Liu et al., 2012).

[041] Assim, foil proposto um modelo de ligacdo onde a
Adn interagiria com outros aminodcidos na regido do sitio
ativo, incluindo os residuos da triade catalitica por meio de
uma interacdo hidrofébica com a Thr49 e uma interacdo polar

com a Argl28, ambos pertencentes a triade <catalitica.
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Consequentemente, ocorreria a inibicé&o da atividade
peroxidasica dessas proteinas, permitindo entdo o acumulo de
H2O02 intracelular (Liu et al., 2012, 2013).

[042] Posteriormente, Hou e colaboradores observaram
que a inibicdo de Prxl e Prx2 por Adn foi capaz de induzir a
morte de células de hepatocarcinoma (CHC) com mais eficiéncia
do que em células normais imortalizadas, além de inibir
significantemente o crescimento de tumores xenograficos sem
efeitos toéxicos significativos (Hou et al., 2014). Foi
observado pelos autores que células tratadas com adenantina
tiveram seus niveis de hidroperdxidos aumentados de duas a trés
vezes em relacdo as células gque ndo receberam o tratamento, o
que possibilitaria a utilizacdo destes compostos em processos
de morte celular induzida por hidroperdéxidos e espécies geradas
através de reacgdbes como a de Fenton e Harber-Weiss, sendo
portanto, um potencial agente terapéutico para pacientes com
hepatocarcinoma (Hou et al., 2014) . Recentemente, foi
demonstrado que a administracdo de Adn Jjuntamente com o
antitumoral VD3 (1,25-dihydroxyvitamin D3) é capaz de aumentar
significativamente a diferenciacdo e atividade apoptdtica em
células de leucemia promilelocitica aguda (APL) (Wei et al.,
2010) .

[043] Em razdo da promissora utilizacdo da Adn como
inibidor de Prx para o tratamento de neoplasias em 2011 foi
solicitada a patente para o tratamento de neoplasias
(CN103045715A) . Também existe patente prévia (2010) para a
utilizacdo de Adn para o tratamento de esclerose multipla em
humano (CN102462677A). Entretanto, ndo existe até o presente
momento solicitacdo de patente para o tratamento de doencgas

infecciosas incluindo aquelas causadas por bactérias. Neste
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contexto, diferencas entre as 2-Cys Prx tipicas de eucariotos
e AhpCs de procariotos podem significar importantes
caracteristicas para serem exploradas na utilizacdo de farmacos
que sejam capazes de 1inibir essas proteinas em bactérias,
potencializando o estresse oxidativo promovido pela
administracdo de antibidticos, mas que tenham pouco ou nenhum
efeito sobre as proteinas dos hospedeiros.

ESTADO DA TECNICA

[044] O documento CN103045715A refere-se ao conhecido
uso da substéncia Adenantina para o tratamento de leucemia pela
inibicdo da atividade enzimdtica de enzimas antioxidantes
resultando no efeito da diferenciacdo celular nas células de
leucemia. O documento ainda revela que a Adenantina é segura,
ndo toéxica e é um forte composto em atividade farmacoldgica.
Conforme observado, tal documento c¢cita a wutilizacdo de
adenantina (Adn) como inibidor de peroxirredoxinas de humanos
e também relata que é uma molécula segura para utilizacdo como
fdrmaco no tratamento de leucemia. De fato, tal molécula é
considerada segura desde os estudos pioneiros em células
humanas (Liu et al., 2012. Nat. Chem. Biol. 2012. 5:486-93) e,
posteriormente, em mamiferos contendo tumores xenograficos
(Hou, JK et al. 2014. Cell Death & Disease, 5, e1400) e esse é
um fator bastante favoradvel para a utilizacdo do composto em
terapias médicas. Entretanto, é importante ressaltar que tal
documento foca em uma doenca genética e ndo uma doenca
infecciosa, como as ocasionadas por bactérias patogénicas, e
também nao prevé sua utilizacdo em conjunto com
antibacterianos. De fato, a presente invencdo demonstra que as
doses utilizadas para inibir isoformas bacterianas sdo menores

que as de enzimas humanas, o que pode estar relacionado a
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diferencas estruturais existentes entre enzimas de eucariotos
(e.g. mamiferos) e procariotos (bactérias) (Wood et al. 2003.
Science, 300:650-3).

[045] 0 documento CN102462677A refere-se ao
diterpenoide Adenantina, discorrendo sobre sua atividade
farmacoldégica, toxicidade e seguranca. Adicionalmente refere-
se ao uso como aditivo em uma nova formulacdo medicamentosa
como inibidor de NF-kB para o tratamento de Esclerose Multipla.
Entretanto, tal documento ndo apresenta conflito com a presente
invencdo por ser direcionado ao tratamento de doenca genética
(esclerose multipla) e propde sua utilizacdo com outros agentes
ja utilizados no tratamento (glicocorticoides,
imunoglobulinas, interferon, ciclofosfamida, dentre outros).
Novamente se trata de uma doenca genética, muito distinta de
doencas causadas por agentes infeciosos, e, em nenhum momento,
é proposto a wutilizacdo de Adenantina em conjunto com
antibidéticos, como na presente invencéo.

[046] O documento CN108721275A refere-se ao uso da
Adenantina em conjunto com Andrografolida. Quando

administrados em conjunto possuem acdo sinérgica contra a

atividade proliferativa de células cancerigenas.
Adicionalmente, é revelado que Andrografolida possui
atividades antimicrobianas. Ainda, é informado que, em
conjunto, permitem reducéo da dose administrada,

proporcionando menos efeitos adversos e colaterais. Conforme
observado, no documento é citado que a Andrografolida possui
atividade antimicrobiana, e existem estudos publicados de sua
utilizacdo para esta finalidade Zhang et al., 2019. Biomed
Pharmacother. 117:109065; Banerjee et al., 2017. Acta Trop.

176:58-67). A atividade antimicrobiana discutida é para o outro
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composto (Andrografolida). Novamente, é importante ressaltar
que, a utilizacdo da Adenantina em conjunto com a
Andrografolida é proposta para tratamento de doenca genética e
ndo infecciosa, como proposto na presente invencgdo.

[047] O documento em nome de Chuan-Xu Liu et al.,
intitulado “ADENANTHIN TARGETS PEROXIREDOXIN I AND II TO INDUCE
DIFFERENTIATION OF LEUKEMIC CELLS” relata e reforca que a
adenantina induz a diferenciacdo de células APL sensiveis ao
dcido trans-retinoico (ATRA) e resistentes a ATRA, visando
diretamente o CR de Prx I e Prx II, juntamente com a inibicédo
de suas atividades antioxidantes. Entretanto, tal documento
ndo apresenta conflito com a presente invencdo por propor a
utilizacdo da Adenantina para doenca genética e ndo infecciosa,
como na presente invencdo.

[048] O documento em nome de Marta Siernicka et al.,
intitulado “ADENANTHIN, A NEW INHIBITOR OF THIOL-DEPENDENT
ANTIOXIDANT ENZYMES, IMPAIRS THE EFFECTOR FUNCTIONS OF HUMAN
NATURAL KILLER CELLS”, também evidencia a capacidade que
Adenantina possui de inibir enzimas antioxidantes.
Adicionalmente, descreve que tais agbdes sdao mediadas pela
regulacdo de ligacgdes dissulfeto intra ou intermolecular. Tal
documento foca novamente em enzimas humanas de células NK
(Natural Killers) e como mencionado, a Adenantina interfere na
regulacdo de ligacdes dissulfeto com o sistema redutor
representado pelas enzimas Trx e TrxR. Entretanto, existem
diferencas fundamentais entre enzimas do sistema redutor de
bactérias e humanos; como exemplo, a enzima TrxR de mamiferos
ndo utiliza cisteina, mas sim selenocisteina para as atividades
enzimaticas (Oliveira et al., 2010. Biochemistry, 15:3317-26),

um aminodcido muito mais reativo e presente quase que
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exclusivamente em organismos com células nucleadas. Aqui
ressalta-se que além de diferencas entre sistema redutor,
existem diferencas fundamentais entre enzimas de bactérias e
humanos, como apontado no esclarecimento ao documento 1 (Wood
et al. 2003. Science, 300:650-3), o gque nédo torna 6bvio que um
composto wutilizado para enzimas humanas seja ativo para
bactérias. De fato, foi demonstrado na presente invencdo que a
inibicéao por Adn é extremamente mais eficaz para
peroxirredoxinas bacterianas quando comparadas com as humanas.

[049] Assim, conforme observado, ndo hd no estado da
técnica documentos que pudessem prever o Sinergismo entre a
Adenantina e o Aminoglicosideo Canamicina, conforme sugerido
pela presente invencdo. Adicionalmente, a presente invencdo
mostra-se Dbastante promissora, visto que: 1) As enzimas
bacterianas apresentam diferencas significativas estruturais e
funcionais com as de mamiferos, o que a principio pode explicar
uma inibicdo acentuada das enzimas bacterianas; 2) Os compostos
(Adenantina e amioglicosideos) que sdo alvo da presente
invencdo sdo considerados seguros pela comunidade cientifica
internacional; 3) 1Infecg¢des hospitalares ocasionadas por
bactérias super-resistentes sendo muitas delas Gram+ levam a
um elevado nimero de comorbidades, bbitos, despesas
hospitalares e reflexos de grande monta financeira, uma vez
que, somente nos EUA e Europa ocidental sd@o gastos bilhdes de
dbélares anuais em decorréncia de infecgdes de origem
bacterianas.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[050] Para obter uma total e completa visualizacdo do
objetivo desta invencdo, sdo apresentadas as figuras as quais

se faz referéncias, conforme segue.

Peticdo 870200099960, de 10/08/2020, pag. 41/91



28/55

[051] A Figura 1 apresenta as reacdes de Fenton (A) e
Haber-Weiss (B), onde em (A) a interacdo entre uma molécula de
Fe3* com uma de &dnion superdxido resulta na liberacdo de Fe?*
que, ao reagir com perdxido de hidrogénio, produz o radical
hidroxila; enquanto que em (B), a hidroxila é originada a
partir da reacdo entre perdxido de hidrogénio e Aanion
superdxido.

[052] A Figura 2 apresenta o mecanismo comum de morte
celular induzida por antibidéticos, onde em (1) as interacdes
primarias farmaco-alvo bioldgico (aminoglicosideos com
ribossomos, gquinolonas com topoisomerase e p-lactamicos com
proteinas 1ligadas & penicilina (PBPs) da parede celular)
estimulam a oxidacdo do NADH através da cadeia transportadora
de elétrons, que é dependente do ciclo do &cido tricarboxilico
(TCA); em (2) a hiperativacdo da cadeia transportadora de
elétrons estimula a formacdo do radical &nion superdxido (02~
), © qual danifica grupamentos Fe-S (3), tornando o ferro
ferroso disponivel para oxidacdo pela reacdo de Fenton (4),
que produz radical hidroxila (OH"), danificando DNA, lipidios
e proteinas (5), o que contribui para a morte celular induzida
por antibidéticos. Figura modificada de Kohanski et al. (2010).

[053] A Figura 3 mostra as diferencas que a porcédo C-
terminal, presente somente em proteinas de eucariotos como ©
homem, alteram o microambiente do sitio ativo em torno da
cisteina catalitica. A Superficie molecular de decémeros de 2-
Cys Prx tipicas de eucarioto e procarioto sédo representados
por (A) e (B), respectivamente. As estruturas estdo coloridas
em cinza, os aminodcidos da triade catalitica estdo coloridos
em laranja (Cp), azul (Arg) e vermelho (Thr/Ser) e a cauda C-

terminal presente somente em eucariotos, em verde escuro.
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[054] A Figura 4 mostra graficamente a inibicdo da
formacéao de dissulfeto intermolecular e da atividade
peroxididsica de EcAhpC e SaAhpC por Adn. As proteinas EcAhpC
(A) e SaAhpC (B) foram reduzidas com 5mM de DTT por 1 hora
(lane 1) e, em seguida, dessalinizadas para a remoc¢do do
excesso de redutor (lane 2). Aliquotas contendo 10uM das
enzimas reduzidas e dessalinizadas foram tratadas com
concentracdes variadas de Adn (0.5, 1, 2.5, 5 e 10 equivalentes
molares - lanes 4, 5, 6, 7 e 8, respectivamente) por 1 hora e
posteriormente oxidadas com 5 equivalentes molares de Hz0; por
30 minutos. As reacgdes foram paralisadas com a adicd&o de stop
buffer (Tris 50mM pH 6,8, NEM 50mM, SDS 2%, glicerol 10%, azul
de bromofenol 0.1%) e analisadas em SDS-PAGE ndo redutor corado
com coomassie blue. A lane 3 representa a proteina
reduzida/dessalinizada e posteriormente oxidada, sem
tratamento com Adn. Os procedimentos foram realizados em
temperatura ambiente. Os ensaios foram feitos em triplicata e
com repeticdes independentes. Inibicéo da atividade
peroxidasica de EcAhpC e SaAhpC por Adn. EcAhpC (C) e SaAhpC
(D) reduzidas e dessalinizadas foram tratadas com concentracdes
variadveis de Adn (0.5 -m, 1 - Ae 2.5 - Vequivalentes molares)
por 1 hora em temperatura ambiente e, ©posteriormente,
dessalinizadas novamente. A sequir, 3uM das proteinas tratadas
foram adicionadas a reagdes contendo EcTrx 6uM, EcTrxR 0, 9uM,
NADPH 150uM, HEPES 50mM pH 7,0, DTPA 100uM e azida sdbédica 1mM.
As reacdes foram incubadas a 37°C por 3 minutos antes de serem
iniciadas pela adicéo de H202 500uM e monitoradas
espectrofotometricamente a 340nm, 37°C, por 5 minutos. Como
controle positivo foram utilizadas reacdes em gque as proteinas

ndo foram previamente tratadas com Adn (®) e, como controle
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negativo, foram utilizadas reacdes sem a adicdo de AhpC(#). As
velocidades iniciais de <cada reacdo foram <calculadas,
transformadas em valores de porcentagem e plotadas para o
cadlculo dos valores de ICso de Adn para EcAhpC (E) e SaAhpC
(F). Os ensaios foram feitos em triplicata e com repeticdes
independentes.

[055] A Figura 5 mostra imagens da avaliacdo da
inibicdo do crescimento de bactérias Gram + (B. subtilis, S.
aureus e S. epidermidis) e avaliacéo da atividade
bactericida/bacteriostédtica de Adn. (A) Viabilidade celular de
B. subtilis, S. aureus, S. epidermidis, E. coli, P. aeruginosa
e S. typhimurium apdbds tratamento com Adn. As células de B.
subtilis F41923-PY79 (), S. aureus ATCC 25923 (m), S.
epidermidis ATCC 12228 (&, E. coli ATCC 35218 (%, P.
aeruginosa ATCC29853 (® e S. typhimurium ATCC 700720 (e), em
concentracdo de 105 UFC, foram inoculadas em meio Mueller Hinton
contendo concentrag¢des crescentes de Adn e incubadas por 24
horas, a 37°C, sendo entdo quantificadas
espectrofotometricamente a 600nm. Células de S.aureus (B) e S.
epidermidis (C) foram incubadas em meio de cultura LB sem Adn
(figuras a esquerda) ou contendo Adn 750uM (figuras a direira)
por 24 horas a 37°C. A seguir, as células ndo tratadas foram
diluidas 10.000 e 100.000 vezes e inoculadas em meio de cultura
LB-4gar, sem Adn. As células tratadas foram inoculadas no mesmo
meio de cultura sem diluig¢do ou diluidas 100 vezes. Apds 16
horas de incubacdo a 37°C, foi possivel observar que as células
que ndo receberam o tratamento com Adn foram capazes de formar
coldénias abundantes (figuras a esquerda), enquanto as células
tratadas com Adn apresentaram formacdo de coldnias reduzida

(figuras a direita). Este ensaio foi realizado em duplicata.
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[056] A Figura 6 mostra graficamente o teste de
toxicidade de canamicina em combinacdo com adenantina sobre
células de bactérias patogénicas de S. aureus e S. epidermidis.
S. aureus e S. epidermidis foram cultivadas por 6 horas em meio
LB e, posteriormente, diluidas no mesmo meio de cultura até
ODe00o=0.01. As células foram entdo tratadas com 1,5 upg/ml de
canamicina (Kan) e 200uM adenantina (Adn) separadamente
(colunas 2 e 3), ou simultaneamente (coluna 4) por 24 horas, a
37°C e sem agitacdo. Apds o periodo de incubacdo, a densidade
celular foi quantificada por espectrofotometria a 600nm. Os
ensaios foram feitos em triplicata e com repeticdes
independentes.

[057] A Figura 7 mostra graficamente a avaliacdo da
toxicidade de gentamicina associada a Adn sobre S. aureus.
Células de S. aureus (ATCC 25923) em concentracdo de 105 UFC
foram inoculadas em meio Mueller Hinton contendo apenas
gentamicina 50ng/ml, ou associada Adn (60uM) e incubadas por
24 horas, a 37°C, sendo entdo quantificadas
espectrofotometricamente a 600nm. Os ensaios foram feitos em
triplicata e com repeticdes independentes.

[058] A Figura 8 mostra graficamente a avaliacdo da
toxicidade de polimixina B (PMNB) associada a adenantina (Adn)
sobre células da bactéria Gram- E. coli. Células de E. coli
(ATCC25922) em concentracdo de 10° UFCs foram inoculadas em
meio Mueller Hinton contendo apenas PMNB (0,2ug/ml em A; 0,3
png/ml em B), apenas Adn 200uM ou a associacdo dessas duas
moléculas e incubadas por 24 horas, a 37°C, sendo entéo
quantificadas espectrofotometricamente a 600nm. Os ensaios
foram feitos em triplicata e com repeticdes independentes.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
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[059] A presente invencdo refere-se ao uso de
diterpenoides ent-caurdnicos, como a adenantina (Adn), seus
derivados em associacdo a antibidéticos que promovem aumento do
estresse oxidativo, como os B-lactdmicos, aminoglicosideos e
quinolonas, por exemplo a canamicina (Kan), como
potencializadores da atividade antimicrobiana desses farmacos.

[060] A adenantina (Adn) extraida de Isodon
adenanthus, também conhecida como Rabdosia adenantha (Cat. No:
CFN99215) oriundo da flora da China, que possui a propriedade
antitumoral através da inibicdo de peroxirredoxinas 2-Cys
tipicas de humanos. Uma vez que, existem diferencas
significativas no ambiente de ligagdo de substratos (sitios
ativos) entre 2-Cys Prx tipicas de eucariotos e procariotos
(Figura 3), avaliamos a capacidade inibitéria sobre enzimas 2-
Cys Prx (AhpC) de bactérias Gram- e Gram+. Através de dois
ensaios enzimdticos distintos (oxidacdo DTT - Tabela 2;
oxidac&o de NADPH - Figura 4) foi demonstrado que Adn é capaz
de inibir de forma acentuada as enzimas de ambas as classes
bacterianas. Também demonstramos que Adn é capaz de aniquilar
linhagens de Dbactérias patogénicas Gram+ de forma isolada
(Figura 5) e de Gram + e Gram-, potencializando a acdo de
antibacterianos conhecidos (Figuras 6,7 e 8). De forma clara,
foi demonstramos que a Adn é capaz de inibir de forma mais
eficiente as 2-Cys Prx bacterianas, quando comprado com as de
humanos, e potencializar a acdo de antibacterianos de forma
acentuada. A descricdo detalhada da invencgdo é apresentada a
seguir.

Diferencas entre 2-Cys Prx de eucariotos e procariotos

[061] Uma diferenca marcante entre as 2-Cys Prx

tipicas de procariotos e eucariotos reside na existéncia de um
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prolongamento C-terminal que insere uma o hélice nas enzimas
de eucariotos gue se projeta para o interior do sitio ativo
alterando de forma substancial o microambiente catalitico
(Figura 3A e 3B). J& foil postulado que a auséncia dessa regido
estd relacionada com uma maior resisténcia de 2-Cys Prx tipicas
a inativacdo por altas doses de hidroperdxidos, enquanto que,
nas representantes de eucariotos este prolongamento favorece a
superoxidacdo de Cp da enzima em Cp-SO2H, impedindo a formacéao
de dissulfeto e 1levando a sua inativacdo (Wood, Poole e
Karplus, 2003). Esta diferenca parece bastante relevante, uma
vez que para patdgenos ¢é 1importante possuir uma enzima
altamente resistente & 1inativacdo por superoxidacdo para
garantir a sua sobrevivéncia no hospedeiro.

[062] Na presente invencdo, explorou-se se Adn é capaz
de 1inibir de forma eficiente e diferencial as 2-Cys Prx
bacterianas (AhpCs) . Para tanto, foram testadas
individualmente por meio do ensaio de oxidagdo do DTT, um
ensaio pouco rapido e simples para avaliar a atividade de
peroxirredoxinas. Como alvos de inibic¢do foram utilizadas as
2-Cys Prx Dbacterianas, denominadas de AhpC, das seguintes
bactérias de linhagens patogénicas Gram-: Eschericchia coli
(ATCC 35218), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 29853)e Salmonella
typhimurium (ATCC 700720) , ou Gram+: Bacillus subtilis (F41923-
PY79), S. aureus (ATCC 25923) e S. epidermidis (ATCC 12228).
Os resultados demonstraram que Adn ¢é capaz de inibir,
eficientemente, com taxas de inibicdo da velocidade inicial
(vO) da reacdo de ~ 40-80% (Tabela 2).

Tabela 2: Velocidade inicial (v0) de enzimas AhpCs de
espécies de Dbactérias Gram- (E. coli, P. aeruginosa e S.

typhimurium) e Gram+ (B. subtilis, Staphylococcus aureus e
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Staphylococcus epidermidis) tratadas (Adn+) ou ndo (Adn-) com
Adenantina.

Velocidade inicial (v0)de reacdo (pM/s)

Adn- Adn+
EcAhpC 10.53 (+0.75) 6.69 (+¥0.13)
PaAhpC 9.36 (¥0.13) 6.52 (¥1.67)
StAhpC 8.03 (+£0.83) 6.77 (*0.61)
BsAhpC 19.49 (+0.06) 3.21 (+0.06)
SaAhpC 12.04 (+x0.73) 4.84 (+x1.62)
SeAhpC 15.88 (+0.78) 5.14 (+0.14)

O inibidor Adn é capaz de inibir a atividade de AhpCs ao

se ligar a cisteinas e apresenta alta atividade inibitéria

[063] Uma vez que a ligacdo de Adn ao sitio ativo das
Prx impede a formacdo do dissulfeto intermolecular, o sucesso
desse tratamento pode ser observado através de SDS-PAGE néo
redutor. Dessa forma, a porcdo de proteina que nédo estiver
ligada a Adn apresenta sua forma oligomérica usual,
caracterizada por dimeros unidos por dissulfeto (~44 kDa),
enquanto a porcdo de proteina ligada a Adn serd visualizada no
gel como mondmeros (~22kDa), devido a sua incapacidade de
formar o dissulfeto. Para isso, foi separada uma aliquota de
proteina apdés o tratamento com cada concentracdo de Adn (0.5-
10 equivalentes molares) e adicionados 5 equivalentes molares
(em relacdo a concentracdo da proteina) de H202, sendo a reacéo

incubada por 30 minutos a temperatura ambiente e,

posteriormente, analisada por SDS-PAGE ndo redutor. As
proteinas avaliadas foram a AhpC de E. coli (EcAhpC) (Gram-) e
S. epidermidis (SeAhpC) (Gram-). Os resultados revelam que,

quanto maior a dose de Adn aplicada maior foi a inibicdo da

formacdo de dissulfetos intermoleculares (Figuras 4A e 4B) e,
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portanto, demonstram que Adn ¢é capaz de inibir as AhpCs
bacterianas por meio do bloqueio das cisteinas.

[064] Com a finalidade de determinar o ICsp de Adn
foram efetuados ensaios de oxidacdo de NADPH com enzimas
tratadas com as concentracdes de Adn e enzimas utilizadas no
ensaio em SDS-PAGE. Os resultados revelaram que mesmo doses
estequiométricas de Adn (0.5 eg.) foram capazes de inibir
fortemente a atividade das enzimas (Figuras 4C e 4D). O céalculo
da concentracdo inibitdéria minima aparente (ICsg) revelou ICsp

de 0,481 £ 0,024 pM para EcAhpC e 1,650 = 0,100 pM para SaAhpCT

(Figuras 4E e 4F), cerca de 10-30 - menores aos determinados
para Prx2 humana e até 3 : menor que o determinado para Prxl
humana utilizando o mesmo método (Liu et al., 2012). Neste

contexto, os dados obtidos inicialmente indicam um ICsp bastante
diminuto tanto para EcAhpC gquanto par SaAhpC.

Adn é capaz de agir como bactericida em linhagens de

bactérias patogénicas

[065] Com o objetivo de investigar a possivel
atividade Dbactericida/bacteriostatica da Adn, realizamos
testes de susceptibilidade a antimicrobianos pelo método de
microdiluicdo em meio de cultura (Eloff, 1998; NCCLS, 2003)
utilizando as linhagens das bactérias Gram+ B. subtilis (ATCC
39094), S. aureus (ATCC 29213) e S. epidermidis (ATCC 12228),
e das bactérias Gram- e E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa
(ATCC 29853) e S. typhimurium (ATCC 19585), na presenca de
concentracdes crescentes de Adn. Para isso, uma concentracéo
final de 10° UFC de cada bactéria foi inoculada em microplacas
contendo meio Mueller Hinton e concentracdes crescentes de Adn
e incubada a 37°C por 24 horas. Apds o periodo de incubacdo, a

densidade celular foi estimada espectrofotometricamente a 600
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nm para o calculo do valor de MICso. O crescimento de E. coli,
P. aeruginosa e S. typhimurium nédo foi inibido pela presenca
de Adn e, portanto, ndo foil possivel calcular o MICso para essas
linhagens. Entretanto, as linhagens de B. subtilis, S. aureus
e S. epidermidis foram sensiveis a toxicidade de Adn,
apresentado IC50 de 116uM, 111uM e 146uM, respectivamente
(Figura 5A).

[066] A seguir, para avaliar se Adn possul efeito
bactericida ou bacteriostdtico sobre as linhagens S. aureus e
S. epidermidis, essas cepas foram pré-tratadas com 750uM de
Adn por 24 horas, a 37°C, e posteriormente inoculadas em meio
LB-agar sem Adn (Figura 5B). Ao contrario do observado para o
controle positivo, em que as células n&o receberam o pré-
tratamento com Adn e foram capazes de formar coldnias
abundantes no meio LB-&gar sem Adn, as células tratadas com
Adn apresentaram crescimento Dbastante reduzido apds serem
inoculadas em meio sem Adn, indicando o efeito bactericida
deste composto.

Efeito do tratamento de linhagens de bactérias

patogénicas Gram+ com Adn em associacdo com antibiéticos

[067] Adicionalmente ao efeito bactericida isolado de
Adn, sua utilizacdo pode ser combinada com antibidéticos para
que promovam um aumento do estresse oxidativo, como os [-
lactdmicos, aminoglicosideos e gquinolonas (Dwyer, Belenky,
Yang, Macdonald, et al., 2014), o que potencializaria o efeito
antimicrobiano desses farmacos. Com o objetivo de avaliar o
efeito sinérgico de Adn e aminoglicosideos, as linhagens
bacterianas S. aureus e S. epidermidis foram tratadas
isoladamente com 1,5ug/ml de canamicina (Kan) ou 200puM de Adn

e, a seguir, simultaneamente com as mesmas concentracdes de
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Kan e Adn (Figura 6). Os resultados indicam que o tratamento
apenas com Adn provocou morte celular de ~60% para S. aureus e
47% para S. epidermidis, enquanto o tratamento apenas com Kan
provocou morte celular de ~29% para S. aureus e ~44% para S.
epidermidis. J& quando essas cepas bacterianas foram tratadas
simultaneamente com Adn e Kan, a morte celular atingiu ~97%
para ambas as linhagens, indicando um efeito sinérgico
promovido por Adn e Kan.

[068] Também avaliamos os efeitos da associacdo do
antibiético gentamicina sobre linhagens de S. aureus. Os
resultados revelaram gque o tratamento das células com
gentamicina (50pug/ml) levou a mortalidade de ~55% das células
bacterianas, ao passo que, quando combinada com Adn a morte
celular foi elevada para ~90% (Figura 7). Em conjunto, os
resultados demonstram que Adn combinada com antibidéticos é
capaz de potencializar a acgdo dos antibidticos.

A combinagdo de Adn com o antibidético polimixina B

P

nonapeptideo (PMBN) é capaz de aniquilar bactérias Gram-

[069] N&o escapou a nossa atencdo que, apesar da Adn
inibir de forma muito acentuada a atividade de AhpC de bactéria
Gram- (Figuras 4C e 4E), as bactérias que ndo apresentaram
suscetibilidade ao tratamento com Adn foram justamente as Gram-
(E. coli, P. aeruginosa e S. typhimurium). De fato, é bem
conhecido que bactérias Gram- podem ser mais resistentes ou
mesmo insensiveis ao tratamento com moléculas qgue apresentam
atividade bactericida ou bacteriostatica, pois seu sistema de
membranas representa uma barreira para a entrada de compostos,
incluindo antibacterianos, fornecendo uma camada extra de
protecdo as bactérias (Delcour, 2009; Krishnamoorthy et al.,

2017; Vaara, 1992). A membrana externa (ME) de bactérias Gram-
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negativas é uma bicamada assimétrica composta de
lipopolissacarideos (LPS) na camada externa e
glicerofosfolipideos (PL) na interna (Nikaido, 1998). As

principais caracteristicas da estrutura LPS, como a presenca
do lipidio A e do antigeno O, sé&do conservadas entre varias
espécies. A maior parte do conhecimento atual sobre a
seletividade das Dbarreiras de permeabilidade da ME foi
determinada por estudos envolvendo E. coli. Nesta bactéria, a
atividade antibacteriana de antibidéticos grandes e polares
excedendo o tamanho para o transporte em porinas (> 600 Da em
E. coli), sdo geralmente as mails restritas pela ME
(Krishnamoorthy et al., 2017; Nikaido, 1998; 0O’Shea e Moser,
2008; Lakaye et al., 2001). Por outro lado, o carater
zwiteridbnico de compostos se correlaciona com o aumento da
permeabilidade através da ME, enquanto a hidrofobicidade esté
correlacionada com a propensdo aumentada de um determinado
composto ser substrato de Dbombas de efluxo de drogas
(Krishnamoorthy et al., 2017). Neste contexto, compostos como
Adn o qual apresenta baixa polaridade e peso molecular de
500Da, se encaixam nas drogas as quals este tipo de bactéria
sdo refratirias (Vaara, 2019).

[070] As caracteristicas da membrana de Gram- sdo alvo
de uma classe de antibidéticos denominados de polimixinas, os
quais podem subjugar a barreira membranar desta classe de
bactérias (Vaara et al., 2019). Neste contexto, avaliamos a
capacidade da administracdo de Adn em conjunto com doses
subletais de polimixina B nonapeptideo (PMBN) sobre linhagem
de E. coli. 0Os resultados revelaram que a administracdo de
0,2ug de PMBN, Adn (200uM) ou a combinacdo dos dois compostos

ndo foi capaz de alterar de forma significativa as taxas de
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sobrevivéncia das bactérias (Figura 8A). Entretanto, quando
foi aplicada a dose de 0,3ug de PMBN a sua combinacdo com Adn
levou a reducdo da taxa de sobrevivéncia celular em ~ 90%
(Figura 8B).

Diterpenoides ent-caurdnicos, novos farmacos

[071] Do ponto de vista farmacoldgico, a avaliacédo da
relacdo entre estrutura e atividade biolégica de diterpenoides
em geral incluindo os diterpenoides ent-caurdnicos sugerem que
determinadas caracteristicas destas moléculas estdo envolvidas
em suas funcgdes bioldgicas. Foi constatada a presenca de um
esqueleto decalinico substituido (porg¢do hidrofdébica), capaz
de interagir com lipideos das membranas bioldgicas, e uma
regido que apresenta um grupo doador de hidrogénio (H) (porgéo
hidrofilica), o gqual é capaz de interagir com grupos aceptores
de H presentes na membrana plasmatica. Estas caracteristicas
permitem qgque estas moléculas sejam capazes de atravessar a
membrana celular exercendo sua atividade bioldgica (Wang et
al., 2011). De fato, caracteristicas como as apresentadas para
este grupo de moléculas sd&o altamente importantes para que um
fdrmaco possa ser mais facilmente absorvido pelo organismo
(Walters, 2012). Adicionalmente, é importante observar nestas
estruturas a presenca de um carbono (C) capaz de atuar como um
doador de Michael para a reacdo com as cisteinas das 2-Cys-Prx
(Liu et al., 2012).

[072] Neste contexto, apesar de Adn ter sido utilizada
para o tratamento de doencas genéticas, ela ndo é utilizada
para o tratamento de doencas infecciosas. Neste pedido,
demonstramos claramente que Adn é capaz de 1inibir as Prx
bacterianas por meio da inativacdo do residuo catalitico.

Também demonstramos que as doses utilizadas (ICsp) para inativar
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as enzimas Dbacterianas ¢é significativamente menor que as
determinadas para enzimas de humanos (até 30x menor) (Liu et
al., 2012). Também demonstramos gque possul propriedade
bactericidas, em concentracdes de micromolar, sobre bactérias
Gram-, e, em conjunto com baixas concentracdes de antibidticos
é capaz de aniquilar bactérias Gram+ (Adn + Kan ou Gen) e
também Dbactérias Gram- (Adn + polimixina nonapeptideo),
demostrando um amplo espectro para sua utilizacdo no tratamento
de infecgdes ocasionadas por bactérias patogénicas. Dessa
forma, o presente pedido de patente consiste em proteger o uso
de Adn, seus derivados (moléculas modificadas) e diterpenoides
ent-caurdnicos quando associado a antibacterianos que promovem
aumento do estresse oxidativo (B-lactédmicos, aminoglicosideos
e qgquinolonas) e também de polimixinas, uma vez que Adn e
derivados sédo inibidores de 2-Cys Prx bacterianas (AhpCs) e
agem como potencializadores da atividade antimicrobiana de
fdrmacos antibacterianos.
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REIVINDICACOES

1. Uso de diterpenoides ent-caurdnicos em associacéo

a antibidéticos, caracterizado pelo fato de ser para a

preparacdo de um medicamento para potencializar a atividade
antimicrobiana desses farmacos.
2. Uso, de acordo com a reivindicacédo 1,

caracterizado pelo fato de que os diterpenoides ent-

caurédnicos compreendem principalmente a adenantina e seus
derivados.
3. Uso, de acordo com a reivindicacéo 1,

caracterizado pelo fato de que os antibidéticos sé&o

selecionados do grupo consistindo em B-lactémicos,
aminoglicosideos e quinolonas, principalmente a canamicina,
gentamicina e polimixinas.

4, Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1 a 3, caracterizado pelo fato de que a associagdo provoca

o0 aumento do estresse oxidativo de bactérias.
5. Uso, de acordo com gqualquer uma das reivindicacdes

1 a 3, caracterizado pelo fato de a associacgdo inibir 2-Cys

Prx bacterianas.
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A) Reagdes de Fenton: Fe® O,* @ Fe?* + O, (Reagdo 1)
Fe? + H,0, @ Fe3* + OH- + HO* (Reagéo 2)
B) Reagao de Haber-Weiss: H,0; + O,*-@ 02 + HO® + OH-
Figura 1
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RESUMO

USO DE DITERPENOIDES ENT-CAURANOS EM ASSOCIAGCAO A

ANTIBIOTICOS PARA INIBICIXO DE ENZIMAS PEROXIRREDOXINAS DE
MICRORGANISMOS PARA O COMBATE DE INFECC@ES MICROBIANAS

A presente invencdo descreve o uso de diterpenoides
ent—-caurédnicos, como a adenantina (Adn), ou seus derivados
em associacdo a antibidéticos que promovem aumento do estresse
oxidativo, como os B-lactémicos, aminoglicosideos e
quinolonas, por exemplo a canamicina (Kan) e a gentamicina
(Gen), e também as polimixinas, como potencializadores da
atividade antimicrobiana desses farmacos. Além disso, o©
efeito sinérgico da utilizacéo em conjunto dessas
substancias apresenta um elevado potencial de aplicacdo
farmacéutica em tratamentos de diferentes infeccdes causadas
por microrganismos, a fim de sensibilizar bactérias que
apresentem resisténcia a esses Ultimos e, também, pode
reduzir as quantidades administradas de antibidéticos em

pacientes reduzindo os efeitos colaterais.
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Abstract: 2-Cys Peroxiredoxins (2-Cys Prx) are antioxidant enzymes that play important roles in
hydroperoxide decomposition, redox signaling and are involved in processes such as cancer and
host-pathogen interactions. These enzymes use a very reactive Cys residue which interact with two
other residues, an Arg and a Thr/Ser, in the so-called catalytic triad (CT). During the redox cycle,
some 2-Cys Prx structures are able to transit between 02(5) decamers (reduced) and o2
homodimers (oxidized). Structural studies revealed that enzymes containing Ser in the CT are
constitutive decamers. On the other hand, mutations of the dimer interface of the decamers are able
to disrupt the decameric structure and affect the Cr reactivity. The diterpenoid adenanthin (Adn)
was described as a 2-Cys Prx inhibitor and it proved effective in differentiation of leukemic human
cells. However, there are no studies aiming at detailed characterization of the molecule binding to
enzyme active site to date. In this work, we employed the typical 2-Cys Prx from Saccharomyces
cerevisize TsalWT, mutants that affect quaternary transitions Tsal™S and Tsal¥”’A (constitutive
decamers and dimers, respectively) and Tsal’5ACT as models to investigate the molecular
characteristics of Adn inhibition. Adn was able to inhibit Tsal¥T and Tsal!7ACT peroxidatic activity,
but shows higher inhibition to Tsal™# and low rates to Tsal¥”7A. Using biochemical structural
approaches, we show that the interference in protein structure is more pronounced to Tsal,
suggesting that Adn is more prone to bind this enzyme which was confirmed by Tsa2, a protein
that carries the natural Thr to Ser substitution. We also demonstrated that Adn was able to bind
and inhibit the oxidoreductases Trx1 and TrxR1 (Tsal reducing system). Using molecular docking
approaches, we have shown for the first time that Adn is able is stabilized in the Tsal active site
pocket by several apolar and some polar interactions, indicating that apolar interactions are pivotal
to the stabilization of inhibitors in active site microenvironment, which may have implications also
to bulkier substrates as lipid hydroperoxides. We also show that the 02(5) decameric structure of
obligate homodimer is essential to adequate binding of the inhibitor molecules, since the
interactions are performed with adjacent dimer in the decamer. Our results suggest that Adn
inhibitory action is facilitated by Ser* presence in TC, probably due to avoid changes in quaternary
structure.

Keywords: Tsal, Catalytic Triad, Adenanthin, Quaternary Structure, Inhibitor.
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1. Introduction

Intracellular hydroperoxides levels regulation is performed with the aid of low molecular
weight molecules, such as glutathione and ascorbic acid, and of peroxidases, of which the most
important are represented by the enzymes catalase (Cat), glutathione peroxidase (GPx) and
peroxiredoxins (Prx). Among these enzymes, Prx stand out for aspects such as wide cellular
distribution, high abundance, high reactivity over hydroperoxides and wide variety of substrates
[1-7]. Despite Prx play a protective role for cells against oxidative stress, it was demonstrated their
involvement in cell growth events and pathogen resistance to host defenses [8-10].

To decompose hydroperoxides, enzymes from typical 2-Cys Prx class use a cysteine residue
called peroxidatic cysteine (Cr). In the reduced state, Cr is maintained as thiolate (Cr-S) as
consequence of the active site microenvironment, being positioned at the extremity of an a helix
between a Thr (which is substituted by a Ser in some Prx) and an Arg residue. Cp thiol function (SH)
is fastened and polarized by a hydrogen bond of the hydroxyl group from Thr and the SH— S
dissociation is forced by the positively charged Arg guanidine group. Cp, Thr/Ser and Arg residues
are present in all Prx characterized to date and are collectively called of catalytic triad [1-5,11-13]. In
this microenvironment, Cp is able to attack O-O hydroperoxide binding, forming a sulfenic acid
cysteine (Cp-SOH), which subsequently forms an intermolecular disulfide with a second cysteine
residue present in the adjacent monomer, called resolving cysteine (Ckr).

Since Cr and Cr are too far in space (10 A) a structural re-arrangement is necessary to disulfide
formation which is achieved by the partial unfold of the Cr containing o helix. Therefore, when the
protein is reduced and the active site is competent to attack the hydroperoxide molecule, it is
characterized the so-called fully folded state (FF), and the state of the disulfide oxidized enzyme is
known as locally unfolded (LU) [14]. When the enzyme is in reduced state, the quaternary structure
is decameric while the disulfide oxidized enzyme is composed by a majority of dimers. However the
attack of a second molecule of hydroperoxide results in the overoxidation of Cr in Cp-SO:2H [15].
Additionally, for the enzyme be able to decompose another hydroperoxide molecule, reduction of
the disulfide intermolecular is required, a task frequently performed by a low molecular weight
protein (11 kDa) named thioredoxin (Trx), which receives reducing equivalents from NADPH from
thioredoxin reductase protein (TrxR). This reducing system is known as Trx system [7,16,17].

Saccharomyces cerevisiae is a biological model for several genetic and biochemical studies since
several molecular systems and pathways are conserved in eukaryotes [23]. In fact, several works
points the importance of this yeast as a prominent organism to drug discovery to diseases as
Huntington, Parkinson and cancer [24,25]. Relative to 2-Cys Prx, S. cerevisiae possess two very
similar cytosolic enzymes, named Tsal and Tsa2, evolutionarily related with the human
counterparts Prx1 and Prx2. Previously, we have demonstrated that some mutations of the Tsal
catalytic triad Thr#, is able to affect not only the reactivity but also the oligomeric state of the enzyme
[26]. In fact, the Thr* is located at dimer interface of the pentamer of dimers, interacting with a
conserved Tyr” residue. In oxidation process to Cr-SOH, the Cy of Thr* is in intimate contact of Tyr”
through a CH-n hydrogen bound, which acts as a switch to promote the decamer dissociation in
dimers. By mutational analysis, we have demonstrated that the mutant Tsal™45, that lacks the Cy, is a
constitutive decamer with high reactivity. On the other hand, the mutant TsalY774 that is not suitable
to perform CH-n interaction, is a constitutive dimer with low reactivity (Figure 1).
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Figure 1. Structural transitions of TsalWT and mutants. TsalWT (A) and Tsal'7ACT (C) in reduced state present their structure in
decamers and when they are oxidized by disulfide, these enzymes are composed by a majority of dimers. The oligomerization
state is constitutive as decamers or dimers, for Tsal™4S (B) and TsalY?74 (D), respectively. The Prx are represented by surface
and their monomers are colored in gold and blue for each dimer. The C-terminal a helix is represented in green and the amino

acids of CT and Y77 are colored as follows: Thr# = red/ Ser* = pink, Cys*’ = orange, Tyr”” = black and Arg!?* =blue.

Recently, it was demonstrated that adenanthin (Adn), a diterpenoid extracted from Isodon
adenanthus leaves, has antitumor properties [18-21]. Liu and coworkers observed that Adn has the
ability to induce differentiation of AML cells through inhibition of the 2-Cys Prx isoforms Prx1 and
Prx2 peroxidatic activity. The authors postulated that Adn bindind would occur specifically with Ck,
preventing intermolecular disulfide formation [18,19]. However, Soethoudt and coworkers
demonstrated subsequently that Adn also can bind to Cr [21]. The analysis of the substrates binding
in 2-Cys Prx enzymes is not a trivial task since the enzymes present intrinsic structural transitions as
FF and LU and quaternary structure alternations as dimer-decamer [22]. Thus, the model of Adn
binding is controversial and additional investigations are required. Additionally, a subgroup of
typical 2-Cys Prx presented only in bacteria lacks the C-terminal a helix which turns the enzymes
very resistant to the overoxidation and are named as robust typical 2-Cys Prx while the eukaryotic
enzyme are known as sensible, revealing additional diversity of this proteins group [14].

Aiming to a better understanding the Adn binding to typical 2-Cys Prx, we use the Tsal
enzyme, which switch in decamers to dimmers, the constitutive decamers mutant Tsal™, the
constitutive dimer mutant Tsal¥”74 and the mutant Tsal'”*AcT which mimics the bacteria robust
typical 2-Cys Prx. Our results revel that Adn is able to inhibit the peroxidase activity over hydrogen
peroxide of wild type Tsal, Tsal¥74 and Tsal'7°ACT at the similar mode. On the other hand, TsalT#s
presented a significant inhibition. By structural analysis involving different techniques, we have
demonstrated that Adn binding is more effective on Tsal™s. To confirm the results, we apply the
same approaches to enzyme Tsa2, a cytosolic isoform which possess a natural substitution of the
catalytic triad Thr to a Ser, and these results confirmed that Adn inhibits much more efficiently
enzymes containing Ser as part of the catalytic triad. Finally, by molecular docking we have shown
that Adn is stabilized in the Tsal active site pocket by several apolar and some polar interactions,
indicating that apolar interactions are pivotal to the stabilization of inhibitors in active site
microenvironment, which may have implications also to bulkier substrates as lipid hydroperoxides.

2. Materials and Methods

2.1 Reagents
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All the chemical compounds were purchased from Sigma-Aldrich and Adn was purchased
from ChemFaces.

2.2 Protein expression and purification

The pET15b/tsal, pET15b/tsal™S, pET15b/tsal’’4cT and pET15b/tsal”’4 plasmids were
constructed in a previous work of our group [26]. The recombinant proteins were expressed in
Escherichia coli BL21(DE3) cell line and purified by immobilized metal affinity chromatography
(IMAC) using imidazole gradients. Protein quantification was spectrophotometrically performed at
280 nm and it was used the molar extinction coefficient obtained by ProtParam tool
(http://www.expasy.ch/tools/protparam.html).

2.3 Non-reducing SDS-PAGE assay

Adn binding to Tsal"T and mutants was evaluated by non-reducing SDS-PAGE oxidation
assay. Proteins were reduced by 20 mM DTT for 30 minutes, at room temperature. Next, DTT excess
was removed by desalting in PD-10 column (GE Healthcare) and the proteins were quantified.
Following, 10 uM Tsal%T and mutants were incubated with increasing Adn concentrations (1, 5, 10,
25, 50, 100 and 300 uM) for 1 hour, at room temperature, and subsequently oxidized with 12 uM
H20:for 30 minutes. In order to evaluate Adn binding against time, 10 uM reduced proteins were
treated with 50 uM Adn for 1, 5, 10, 30, 60, 90 and 120 minutes before been oxidized by 12 uM H20:
for 30 minutes. The reactions were stopped by stop buffer (50 mM N-etilmaleimide in 4% SDS
solution; 10%glicerol; 62.5 mM Tris-HCl pH 6.8) and analyzed by non-reducing SDS-PAGE.

2.4 Circular dichroism spectroscopy (CD)

Reduced Tsal%"T and mutant proteins were treated with 5 molar equivalents of Adn for 1 hour,
at room temperature, been immediately analyzed by CD or treated with 1.2 molar equivalents of
H20: for 30 minutes before the reading. As control, it was used proteins without Adn treatment. The
CD spectra were obtained using a 0.1 cm path length cuvette containing 5 uM of protein sample in
10 mM Tris buffer (pH 7.4). The assays were carried out at 25 °C in a Jasco J-810 spectropolarimeter
(Jasco Inc.). Spectra were presented as an average of eight scans recorded from 190 to 260 nm. The
content of secondary structures in each protein was estimated using the CDNN 2.1 software.

2.5 Size exclusion chromatography (SEC)

Reduced TsalWT and mutant proteins were treated with 30 molar equivalents of Adn for 1 hour,
at room temperature, been immediately analyzed by SEC or treated with 1.2 molar equivalents of
H20: for 30 minutes before the analysis. As control, it was used proteins without Adn treatment.
SEC was performed by analytical HPLC (Jasco LC-2000 Plus) equipped with a PU 2880 Plus injector
and a PDA MD 2018 detector (Jasco). The samples, at final concentration of 10 uM in 100 mM
Tris-HCl at pH 7.4 and 100 mM NaCl, were separated by a system containing a Phenomenex
BioSep-SEC-S3000 column (7.8x 300 mm, 5 um, resolution range of 15 to 2000 kDa, Phenomenex,
Inc., Torrance, California, USA) using a flow rate of 1.0 mL/min in 100 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4)
and 100 mM NaCl. The elution profile was monitored by absorbance (A = 280 nm). Bovine
thyroglobulin (670 kDa), bovine gamma globulin (158 kDa), ovalbumin (44 kDa), myoglobin (17
kDa) and vitamin B12 (1.35 kDa) were used as molecular weight standards (Bio-Rad). The
chromatograms were analyzed using Jasco BORWIN, version 1.50, software (Jasco).

2.6 NADPH oxidation assay

Reduced Tsal"T and mutants were treated with 30 molar equivalents of Adn for 1 hour, at room
temperature, and subsequently desalted in PD-10 columns to remove Adn excess. Treated and
non-treated Tsal"! and mutants (1.0 pM) were incubated with Trx1 (2 uM), TrxR1 (0.3 uM) and
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NADPH (150 uM) in 50 mM HEPES buffer (pH 7.4) containing sodium azide (1 mM) and DTPA (100
uM), at 30 °C. Reactions were initiated by addition of 200 uM H20: and data obtained were analyzed
by non-linear regression using Michaelis-Menten equation (GraphPad Prism 5 software, GraphPad
Software, Inc., San Diego). In order to evaluate Adn binding to Trx system, reduced Trx1 and TrxR1
was treated with 30 molar equivalents of Adn for one hour, at room temperature, and subsequently
desalted in PD-10 columns. Then, these proteins were individually tested, as described above, using
non-treated Tsal"T.

2.7 Analysis of 2-Cys Prx crystallographic structures
Analysis of crystallographic structures and figures generation were performed using PyMOL

(http://www.pymol.org) and Chimera [27] using coordinates deposited at the protein databank
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).

2.8. Docking simulations

The Tsal crystallographic structure contained the Cr substitute by Ser (Tsal“¥%) was obtained as
decamer from Protein Data Bank (PDB ID: 3SBC) (Tairum et al., 2012). The water and ligand (DTT)
were removed from the coordinates and the Crmutation was reverted using PyMOL (Schrodinger
LLC, 2017). The optimized Adn structure was obtained from PubChem repository (CID: 15011073).
The molecular docking approaches were performed using the SwissDock server
(http://www.swissdock.ch/docking). SwissDock is based on EADock DSS docking software which
estimates the CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) energy on a grid and
the most favorable binding modes are clustered in the server (Grosdidier et al., 2011). The docked
Adn molecules with the minimum Full fitness score was considered for further analysis. UCFS
Chimera (Pettersen et al., 2004), PyMOL (www.pymol.org) and LigPlot* (Laskowski et al., 2011) were
used to evaluate the molecular hits and to generate molecular graphics.

3. Results
3.1 Adn is able to inhibit differentially TsalV" and mutant enzymes

The inhibitory effect of Adn on Tsal peroxidatic activity was evaluated by Trx system coupled
assay wherein it was monitored the NADPH oxidation. To avoid artifacts as consequence of Trx
system inhibition, the Tsal%T and mutant enzymes were treated with Adn for 1 hour, at room
temperature, and subsequently submitted to gel filtration to remove the excess of inhibitor prior to
the assay. The results revealed a significant decrease of the activity to all enzymes tested due to Adn
binding (Figure 2). However, Adn binding provided a decrease significantly higher in NADPH
oxidation profile to the mutant Tsal™S (Figure 2B) than to wild type (Figure 2A) and Tsal175A¢T
(Figure 2C). To the mutant TsalY774, the enzymatic activity is naturally lower. In fact, in previous
work, we have demonstrate that this dimeric mutant present a peroxidase activity almost zero [26].
However, the peroxidatic activity detected here was possible since that the time course of the
experiments were significantly higher (10 min) that to that used previously (140 sec).

The determination of the hydroperoxide decomposition velocity revealed that the wild type
enzyme was able to decompose 1.74 uM/s of hydrogen peroxide, while the enzyme treated with Adn
presented a constant of 5.8x107 uM/s revelaing a decrease of 66% of the peroxidase activity, a
number very similar to the observed to Tsal¥74 (9.3x10 to 3.0x102 uM/s) (Table. 1). The Tsall75¢T
mutant presented a slightly lower inhibition rate of ~60% (Figure 2C; Tab. 2). On the other hand, the
velocity drop in peroxidase activity was higher for Tsal™4 mutant, reaching a decrease of 85% of
initial velocity (Figure 2B, Table 1), suggesting that the substitution of the catalytic triad Thr to Ser
may result in an active site more prone to Adn binding.
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Figure 2. NADPH oxidation assay with Tsal treated with Adn. Reduced Tsal"T(A), Tsal™45(B), Tsal!7>ACT (C) and TsalY774
(D) were treated with 30 molar equivalents for 1 hour at room temperature before being desalted to remove Adn excess. Then,
the proteins (1 uM) were incubated with Trx1 (2 uM), TrxR1 (0.3 uM) and NADPH (150 uM) for 3 minutes. The reactions were
started by addition of 200 uM H202 and NADPH oxidation was monitored spectrophotometrically at 340 nm at a temperature
of 30 °C for 10 min. Red lines are related to reaction which Tsal were treated with Adn, blue lines are related to positive
control which the proteins were not treated with Adn and black lines refers to negative control, which no Tsal was added to

reactions.

Table 1. Reaction velocity containing TsalWT, TsalT4s, Tsal175ACT, TsalY774 Trx1 and TrxR1 pre-treated with Adn.

Velocity (uM/s)
Tsalwt Tsal™4s  Tsql1754CT  Tgg]Y77A Trx1 TrxR1
Adn- 1.74 1.08 1.55 9.3x102 1.74 1.74
Adn+ 0.58 1.6x101 6.1x101 3.0x102 4.9x10+1 3.4x101

Recently, a work shows that Adn is able to inhibit thiol proteins including the 2-Cys Prx
reductant system Trx and TrxR [21]. To evaluate the inhibitory effect of Adn over the Trx1 and TrxR1
from S. cerevisiae, these enzymes were individually treated with Adn and used in NADPH oxidation
assay with TsalWT (untreated). As previously demonstrated for human proteins, there was inhibition
of Tsal peroxidatic activity due to blockage in its reducing system (Figure 3). In the case of S.
cerevisiae Trx system, inhibition of peroxidatic activity was ~ 72% and 80% after Adn pre-treatment of
Trx1 and TrxR1, respectively (Table 1). These data are important because, despite that the fold of
thiorredoxin is very conserved in several organisms, the Trx system present specie specificity [7].
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Figure 3: NADPH oxidation assay with Trx system pre-treated with Adn. Reduced Trx and TrxR1 were treated with 30
molar equivalents for 1 hour at room temperature before being desalted to remove Adn excess. Then, 2 uM of Adn pre-treated
Trx1 was incubated with 1 uM Tsal%T, 0.3 uM non-treated TrxR1, 150 uM NADPH (green line) and 0.3 uM of Adn pre-treated
TrxR1 was incubated with 1uM Tsal%T, 2 uM non-treated Trx1, 150 uM NADPH (orange line). The reactions were started
with addition of 200 uM H202 and NADPH oxidation was monitored spectrophotometrically at 340 nm at a temperature of 30
°C. As positive control, it was used the proteins without Adn treatment (blue line) and, as negative control, no Trx1 or TrxR1

was added to reactions (black line). As comparative, it was used a sample which only TsalWT was treated with Adn (red line).

Additionally, TrxR from lower eukaryotes and bacteria are significantly distinct form their
counterparts in humans. The first ones are low molecular weight with the biological unit (dimer)
reaching 70kDa and their activity relies on a reactive Cys residue. On the other hand, the TrxR from
higher eukaryotes posses high molecular weight with dimers of ~100kDa and, in many cases, the
reactive Cys is replaced by a selenocystein (Sec). Bacteria also posses a second Prx reductant system
represented by the AhpF (Alkyl hydroperoxide reductase subunit F) represented by a molecule of
TrxR fused to two contiguous Trx molecules that are able to reduced with high specificity the typical
2-Cys Prx from bacteria, also named AhpC (Alkyl hydroperoxide peroxidase C). If Adn is able to
inhibit different reductant systems of 2-Cys Prx reduction with different extents, it may be used to
treatment of diseases caused by bacteria fungi and protozoa [28-31].

3.2 Adn is able to bind to the cysteines of Tsal"" and mutants

Since Adn is able to bind the cysteines from the human 2-Cys Prx, preventing the formation of
intermolecular disulfides, we performed non-reducing SDS-PAGE assays in order to evaluate its
capacity to bind to TsalWT, Tsal™4, Tsall>ACT and Tsal¥?7A. Despite that the wild type reduced
proteins are predominantly decamers, the association among the protomers are performed by weak
interactions as Van Der Waals, saline bridges and hydrophobic polar and non polar interactions,
which are disrupted in the denaturing conditions of the SDS-PAGE and the protein is detected as a
monomer of ~ 25kDa. On the other hand, the oxidized form of the enzyme is a ~50kDa dimer
characterized by formation of one or two intermolecular disulfide bonds, which present a slower
migrating band or a faster migrating band, respectively. Thus, reduced proteins were exposed to
increasing amounts of Adn for one hour (Figure 4), followed by treatment with H20: to induce the
disulfide formation. Since the disulfide bridge is a covalent bond, Adn binding to one Cys residue
results in no disulfide formation and, thereby, a monomeric band of ~ 25kDa can be detected. On the
other hand, if the Cr reacts with hydroperoxide and subsequently with the Cr, dimeric bands of ~
50kDa containing one (slower migration) or two disulfides (faster) may be detected in the gel. Our
results reveals that, to the wild type protein, Adn treatment prevented the formation of disulfides
when were applied higher periods of time or concentration (lanes 7-10). Dimeric bands contained
one disulfide were also observed, suggesting Adn binding to one monomer. A similar profile was
observed to mutant enzymes TsalT#5, Tsal175A¢T and Tsa1¥77A.
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Figure 4. Non reducing SDS-PAGE of the Tsal oxidation after Adn treatment: Reduced Tsal"T, TsalT#$, TsalA175CT and
TsalY77A, at final concentration of 10 uM, were treated with 1, 5, 10, 25, 50, 100 or 300 uM Adn for 1 hour before oxidation with
12 uM H2O: for 30 minutes at room temperature. Then, the reactions were stopped by stop buffer adition and submitted to
non-reducing 12% SDS-PAGE analysis. The first and second lanes represent the control with only reduced Tsal before and

after desalting, respectively. D1 = dimer with one intermolecular disulfide; D2 = dimer with two intermolecular disulfides ; M

= monomer.
3.3 Thr# replacement by a Ser makes Tsal secondary structure susceptible to change by Adn binding

In order to investigate the effects of Adn binding over the secondary structure of Tsal"T and
mutants, the proteins treated with this ligand were evaluated by circular dichroism spectroscopy
(CD). There were no significant changes in Tsal"T, Tsal!7ACT e TsalY?7 secondary structures due to
binding with Adn, only a low increase of a helix and low decrease of B sheets in approximately 2%
(Figures 5A, 5C, 5D; Table 2 ). On the other hand, Tsal™ showed an higher increase in the
proportion of alpha-helices (20.83 to 27.7%) over beta sheets (26.54 to 19.59% ) after Adn treatment

(Figure 5B; Table 2).
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Figure 5. Circular dichroism spectroscopy (CD) of oxidized Tsal"WT and mutants pre-treated with Adn: Reduced Tsal"T (A),
Tsal™4$ (B), Tsal'7>ACT (C) and TsalY774 (D) at final concentration of 5 uM, were treated with 25 pM Adn for 1 hour at room
temperature (red lines). After Adn treatment, the samples were oxidized by 6 uM H20: for 30 minutes before being
subimitted to CD. As control, it was used the proteins without Adn treatment (blue line) and samples without any protein,
only with Adn in buffer (black line).

Table 2. Comparative CD data analysis to evaluate secondary structure composition of oxidized Tsal¥T and mutants before
and after Adn treatment. The spectra were acquired from 190 to 260 nm and the secondary structure content was determined
using CDNN 2.1 software.

TsalWT TsalT44s Tsal175ACT TsalY77A

Adn - Adn + Adn - Adn + Adn - Adn + Adn - Adn +

a helix 21.09% | 23.01% | 20.83% | 27.76% | 23.13% |25.07% | 21.15% | 23.72%
[ strand 26.30% | 24.18% | 26.54% | 19.59% | 23.22% | 21.56% | 26.90% | 24.36%
[ turn 16.42% | 16.49% | 16.34% | 16.44% | 16.26% | 16.37% | 16.55% | 16.76%

Random coil 36.19% | 36.23% | 36.38% | 36.22% | 37.49% | 37.00% | 35.4% 35.07%

These data are in accord with the observed previously in activity assay, in which Adn display
higher inhibitory properties over Tsal™4, indicating that this interaction is able to promote relevant
structural modifications on secondary structure and may contributes to the decreased activity of the
protein. Nonetheless, it has been demonstrated that the full peroxidatic activity of 2-Cys Prx from
eukaryotes and prokaryotes are related to decamer integrity of the reduced protein [26]. In fact, the
disruption of the decamers as consequence of single mutations is able to decrease significantly the
enzyme activity, at least in part because of the active site is located at dimer interface of the decamers
. Since Adn was able to promote differences in the content of secondary structure of the proteins, it
could also promote decamer disruption. To shed a light in this question, we also investigate the
effects of Adn binding over Tsal and mutants and results are presented hereinafter.

3.4 Adn is able to provoke quaternary structural changes in Tsal

Changes in Tsal quaternary structure as consequence of Adn binding were analyzed by size
exclusion chromatography (SEC) (Figure 6). Without Adn treatment, Tsal"T presented an elution
profile in which it is possible to observe two peaks with very similar molecular mass, possibly
indicating the protein decameric structure in two different compaction degrees (Figure 6A blue line).
After Adn treatment, Tsal"T elutes as a single peak (Figure 6A - red line) indicating that the
presence of this ligand was able to stabilize the less compacted decamer form. On the other hand, the
constitutive dimeric protein Tsal*”74 presented a slight shift when compared to Tsal%T, may
indicating the Adn binding is more effective in the decameric form of the Prx (Figure 6C). In this
sense, Tsal™sS presented the more significant difference than TsalY”’4 relative to Adn treatment
(Figure 6B). Finally, the enzyme Tsal'7%CT do not presented any difference in the elution profile of
the protein treated or not treated with Adn (Figure 6D). Therefore, our results show that Adn is able
to inhibit the peroxidatic activity of Tsal™ by interaction with the protein and not by the disruption
of the quaternary structure. A hypothesis relies in the direct interaction with the active site pocket
residues since that the catalytic triad Thr to Ser substitution is the only difference in the entire
protein sequence when compared with the wild type enzyme [26].
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Figure 6. Size exclusion chromatography (SEC) of oxidized Tsal"WT and mutants pre-treated with Adn: Reduced Tsal"T (A),
Tsal™4$ (B), Tsal175ACT (C) and Tsa1Y774 (D), at final concentration of 10 uM, were treated with 300 uM Adn for 1 hour, at room
temperature (red lines), and oxidized by 12 uM H20: for 30 minutes before being submitted to SEC. As control, the proteins
without Adn treatment were used (blue lines). The elution profile was monitored at a wavelength of 280 nm. Bovine
thyroglobulin (670 kDa), bovine gamma globulin (158 kDa), ovalbumin (44 kDa) and myoglobin (17 kDa) were used as

molecular standards (Bio-Rad).

3.5 Analysis of Tsa2, a natural enzyme containing Ser at CT, reveals that the higher inhibition rates is
associated with Thr—Ser substitution

Tsal posses a homologue enzyme, named Tsa2, which shares high resemblance (~86% identity and
~96% similarity). Both are constitutive decameric enzymes by the arrangement a2(5) and alignment
of these structures revealed that quaternary structure is also very simliar (rmsd = 1.18 A to 1631 o
atoms). A very important difference relies in that Tsa2 naturally posses the catalytic triad Thr
substituted by a Ser and the analysis of the crystallographic structure also revealed that Tsal is more
compact than Tsa2. To investigate if the Thr to Ser natural substitution in Tsa2 is able to turn an
enzyme more susceptible to Adn inhibition we performed the same analysis performed to Tsal and
mutants. The evaluation of peroxidatic activity over hidroperoxides reveled that Tsa2 is inhibited at
a slightly lower rate than Tsa™ (Figure 7A). The velocity of decomposition without Adn
pre-treatmen was determined as 1.2 pM.s' and the Adn treatment resulted in a velocity of 0.41
uM.s?, representing a decrease of 66%. The non reducing SDS-PAGE of the Tsa2 treated with
growing Adn concentration followed to oxidation with hydrogen peroxide also revealed that, at
higher Adn concentrations, monomeric species and dimeric forms containing only one disulfide are
formed. In fact, despite the higher hydrogen peroxide concentration (12 equivalents) none sample
presented species contain with only two disulfides (Figure 7B).

The analysis of the secondary structure by circular dichroism spectroscopy also revealed that
Adn is able to interfere in the protein structure (Fig. 7C). The treatment resulted in decrease of a
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helix content (27.4 to 21.3 %) and the increase of [ sheets (20.5 to 26.0 %), but no significative
differences were detected in less ordered structures as § turns (16.75 to 16.37 %) and random coils
(35.39 to 36.28 %). Finally, the evaluation of the quaternary structure by SEC show significant
difference between the enzyme untreated and that treated with Adn (Figure 7D), with an elution
profile very similar to the observed to the mutant Tsal™$ (Figure 6B). Together the data together
strongly suggest that Thr to Ser substitution turn the 2-Cys Prx enzymes more susceptible to the
inhibition by Adn.
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Figure 7. Functional and structural effects of Adn over Tsa2. A) Evaluation of peroxidatic activity by NADPH oxidation assay
of Tsa2 previously non treated (blue line) and treated (red line) with Adn. The experimental conditions are the same as
described before to the other enzymes. Black line refers to negative control, without Tsa2 addition. B) Non reducing
SDS-PAGE of the Tsa2 oxidation after Adn treatment. Reduced samples of Tsa2 (10 uM) were treated with diferent Adn
concentration (1-300 uM) for 1 hour followed by oxidation with H20:2 (12 uM) for 30 minutes at 25 °C. Then, the reactions
were stopped by stop buffer and submitted to non-reducing 12% SDS-PAGE. The first and second lanes represent the control
with only reduced Tsa2 before and after desalting, respectively. D1=dimer containing one disulfide; D1=dimer containing two
disulfides and M=monomer. C) and D) Evaluation of the effect of the Adn treatment over Tsa2 secondary and quaternary
structure, respectively. The experimental conditions are the same as described before to the other enzymes. Red lines refer to

Tsa2 treated with Adn and blue lines refer to non treated Tsa2.

3.6 Adn Molecular docking in Tsal structure

In the pioneer work of Liu and colleagues, the authors attributed Adn inhibition of human
2-Cys Prx isoforms Prx1 and Prx2 by the binding of the molecule to the Cr though a Michael addition
reaction [18]. Posteriorly, Soethoudt and coworkers showed that Adn is able to bind both cysteine
residues involved in the catalytic cycle with reaction rates higher to the Cr (30 M-s?) than to Cr (5
M's 1) [21]. These data are in according to the observed in this work since that, in the active site
environment of Tsal, the Cr is too distant (>10 A) to promote the differences detected between Tsal
and Tsal™. To investigate the molecular interaction of Adn with the Tsal active site, we carry out
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analyzes involving molecular docking. For the selection and analysis of the best solutions, three
criteria were applied: first, in general, the clusters located near the cysteines (Cr and Cr) since Adn
prevents the formation of dimers in SDS-PAGE (Figure 4); Second, the solutions present in dimer
interface, since it has already been described that this interface is important to substrate interaction
since the aminoacid of the adjacent homodimer of the decamer are important for catalysis (Figure
8A-B) (Tairum et al., 2012; Tairum et al., 2016) and third, the appropriate orientations of the reactive
Adn group were selected (Figure 8C), an unsaturated Ca-3 that acts as Michael's acceptor (C13) to
react with Sy from Cp or Cr (Liu et al., 2012; Muchowicz et al. , 2014).

The docking approaches carried out revealed that the best solutions were found majoritarily the
Adn molecule very close to Cr and that the stabilizing molecular interactions come not only from the
amino acids of the homodimer by also from dimer interface (adjacent homodimer) (Figure 8B and
D), reaffirming the importance of decameric structure and not just the dimer, to perform the
molecular analysis. Accordingly to all typical 2-Cys Prx described to date, the decameric structure is
highly important in maintaining the active enzyme (Tairum et al, 2012; Nelson et al., 2018;
Parsonage et al., 2005; Wood et al., 2002 ; Wood et al., 2003).

Figure 8. Representation of the distribution of Adn clusters in Tsal and interactions between Adn and Cr. The decamers
without (A) and with (B) the selected clusters are represented by surface with each monomer represented by different stains
and the CT amino acids and Tyr”” are colored as follow: Thr# = red, Cr = orange, Arg!?® = blue and Tyr”” = black. The inserts
represent a zoom on the catalytic site of the enzyme, demonstrating the interaction of the active site with Tyr?” of the adjacent
dimer, with (B) and without (A) the Adn cluster. Functional carbon group a-f3 unsaturated that acts as an acceptor of Michael
(C). The stabilization of Adn molecules in Cp, compared to Cr, where each cluster is colored differently. Graphical

representations were generated using the PyMOL program (www.pymol.org).

After selecting the favorable solutions, the hydrophobic interactions between Adn and Tsal
were analyzed using the PyMOL and LigPLOT* tools. The aminoacids residues common to all
solutions involved in the stabilization of Adn in the enzyme binding site, are shown in table 3. As
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general tend, the data are very representetative revealing a extensive network of hydrophobic
interactions with the amino acids form the active site microenvironment.

Table 3. Amino acid residues that stabilize Adn in the active site cavity of Tsal and mutants. The amino acids are symbolized
according to the monomer they belong: no symbol = monomer with target Cp; * = monomer adjacent to the homodimer and # =

monomer of the adjacent homodimer. Amino acids that perform hydrophobic interactions are represented in red.

Amino acids residue

Pro%, Leu*, Thr#, Phe®, Val*, Cys¥, Ile!’>, Glu'', Val'®0, Arg!®, Leu'*?, Pro'¥, GIn%,

T 1WT
sa Val'e”, Pro'®”, Glu’** and Tyr7”*
TsalTHs Pro%, Leu*, Ser#, Phe®, Val*, Cys¥, Ile!’5, Glu''$, Val'20, Arg!®, Asp'#!, Leu'®?, Pro'¥,
sa
GIn¥, Arg?®, Gly'®>, Val'¢”", Pro's", Thr'8?, Glu’¢* and Tyr”’*
Tea]1755CT Pro%, Leu*!, Thr*, Phe®, Val*, Ile5, Glu'$, Val'20, Arg!®, Leu'*?, Pro'#, Val'¢”", Thr'#,
Phe?", Glu”** and Tyr”7*
Tsalv7A Pro%, Leu*!, Thr#, Phe®, Val*, Cys¥, Glu''s, Val'®, Arg!?, Leu'*?, Pro'®, GIn*, Val'?”,
sa

Pro®s”*, Thri82 and Val!ss"

The results obtained for Tsal and mutants reveal the interaction of Adn with many important
amino acids residues, both from the structural and functional importance as the Thr#, Cr and Arg'?
residues that encompass the catalytic triad of Tsal and are absolutely conserved among the Prx
(Tairum et al., 2016; Flohé et al., 2011), as well as the Pro residue that stabilizes Adn and is part of
the P-X-X-X-(T/5)-X-X- Cr motif known as Cr -Loop (Kamariah et al., 2018) which, in its reduced
form, has an essential conformational dynamics for effective reduction of hydroperoxides. In fact,
point mutations of the residues motif that affect the binding to substrates, catalysis, oligomerization,
stability and the hyperoxidation of Prx (Kamariah et al., 2018). In addition, there is a consensus that
Pro% has an important role in protecting Cp, providing a hydrophobic surface, making unwanted
reactions with the solvent difficult (Hall et al., 2010, Wood et al., 2003). Particularly, the hydrophobic
nature of Pro, may be of importance also to interact with hydrophobic moiety of substrates. In the
case of the Arg!® is strongly positioned towards Cr, maintaining the stabilization of the negative
thiolate charge through the interaction with two other residues: Glu® and Pro'® (Zeida et al., 2014),
the latter being also necessary for the stabilization of Adn in Tsal active site pocket. Additionally, it
has already been described that Phe* is an important residue for the specificity of the interaction
between Prx and its reducing substrate (Kamariah et al., 2018). It should be noted that all residues
mentioned above that perform interactions belong to the same monomer as a homodimer.

In the dockings performed by Liu and collaborators for Prx1 of humans and Adn were detected
as residues capable of interacting with the inhibitor: Leu*, Thr®, Phe*®, Val®, Cys® (Cp), Ile'?, Arg!2s,
Pro® and Cys'? (Cr) (Liu et al., 2012), which were also detected in an equivalent way in our
procedures for Tsal (Leu*!, Thr#, Phe%, Val#, Cys* (Cr), Val'?, Arg!?® and Pro'*¥®) (Table 3), except for
Cr, suggesting that these residues act in a common way between the two enzymes to stabilize Adn in
the active sites. In docking procedures using Prx1 and the inhibitor JDA-202, a similar compound
belonging to the same class as Adn (ent-kaurene), Shi and collaborators (2017) identified Pro*, Leu,
Thr#, Phe%, Cys* (Cp), Val*! and Pro'* as stabilizing residues. Again, it is important to note that
despite differences in relation to the compound and the enzymes, equivalent residues in Tsal were
also detected in our procedures (Pro%, Leu?!, Thr*, Phe*, Cys¥ (Cr), Val* and Pro'¥) (Table 3),
reinforcing the reliability of our generated data.
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The analysis of the crystallographic structure of Tsal of S. cerevisiae in reduced form (Tairum et
al., 2012) revealed that the decamer is stabilized by several non-covalent interactions at the dimer
interface, where, between these interactions, the Cy atom of the Thr* acts as a donor of the H bond
to the ring of Tyr”* (Figure 9C), located in the polypeptide chain of the adjacent homodimer
(denoted by the symbol #), where this CH-1t bond plays important contributions to the structure and
function of proteins (Tairum et al., 2012; Tairum et al., 2016).
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Figure 9. Molecular surface and interactions of amino acid residues in the S. cerevisiae Tsal active site (PDB = 3SBC). A-B)
Structure of S. cerevisige Tsal (PDB = 3SBC), where each monomer of the obligate homodimer is colored in white or blue. The
amino acids of the CT are colored in red (Thr#), orange (Cr) and blue (Arg!'?3). The residue of Tyr”” that makes CH-mt
interaction with Thr# is represented in purple. A) Detail of the active Tsal site where the DTT molecule was omitted. B) Tsal
with DTT molecule represented in spheres (C = green; O = red; N = blue and S = orange). C) Amino acids involved in the
stabilization of the ligand (DTT) at the active site of the enzyme. The gray lines represent interactions of a nonpolar character
and the light blue lines, polar interactions. The residues are represented by the one letter code. The colors of the fonts for the

residues of the catalytic triad as well as of the Tyr?”# follow the colors established in the figures of A and B.

In addition, the crystallographic structure of the Tsal has a DTT molecule in its active site (Fig.
9A-B), which allowed us to make an analysis of the amino acids involved in ligand stabilization (Fig.
9C). In this context, the molecular interactions mostly come from the same homodimer, these being
the residues Pro*, Leu*, Phe*, Val*, Pro'#, Val'*”* and Pro!!" (* denotes that the residue comes from
the adjacent monomer of the obligate homodimer), which are involved in a network of hydrophobic
interactions allowing the accommodation of the ligand in the pocket of the active site, and atoms of
the main chains of the Leu*! and Leu'*? residues, and of the side chains of Thr#, Cpr, Arg'?® and the
Tyr77* of the adjacent dimer , accounting for polar interactions. In this context, our results of
molecular docking of Tsal and mutants with Adn seem to be consistent, since all amino acids
residues involved in the stabilization of the DTT ligand, crystallized together with the protein, are
also involved in the simulation of binding with the inhibitor, and reproduce a similar responses in
three different active sites among the analyzed tetramers. It is important to highlight the importance
of the adjacent homodimer, since in addition to Tyr””* interactions were also detected with Glu”,
indicating the importance of interactions with the adjacent dimer for substrate accommodation.

The data obtained from docking also corroborate the higher inhibitory activity of Adn with
Tsal™4, since there is a higher participation of amino acid residues to accommodate the inhibitor in
its active site, in comparison with the other enzymes. For example, there is a greater interaction with
residues of the adjacent monomer of the obligate homodimer, being these Arg'®, Gly'¢> and Thr'®,
besides Asp'#! of the monomer of the target Cp chain. Curiously, Tsal1175CT, which is more resistant to
hyperoxidation and the enzyme less inhibited by Adn, did not present direct interaction with Cr,
and performed interaction with only one amino acid of the adjacent monomer (Val'®”"). On the other
hand, it presented a greater number of interactions with the adjacent dimer monomer, being these
Thr'#*, Phe?, besides Glu’®* and Tyr’””*. Finally, the enzyme TsalY”’4, which presents itself

constitutively dimeric, discarded the important interactions that occur with the adjacent dimer,
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467  obtaining an incomplete result of molecular docking, emphasizing the importance of the analysis of

468  the data to be done in the dimeric interface.
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4. Discussion

Adn was initially described as a specific inhibitor human to the Prx1 and Prx2 in acute myeloid
leukemia (AML) cells [18]. Posteriorly, it was demonstrated that Adn is able to bind another thiol
proteins as the 2-Cys Prx reductant system represented by Trx and TrxR [21]. Despite the works
cited above, none study addressed to the efficiency of Adn binding taking into account another
species than mammalian 2-Cys Prx. In this work, for the first time, it was studied the microbial Prx
Tsal and Tsa2 from S. cerevisiae, using the Tsal¥T an enzyme that is able to switch between dimers
and decamers and mutants of the active site pocket in which the oligomerization state is constitutive
as dimers (TsalY¥77) or decamers (Tsal™#) and a mutant lacking the C-terminal a helix (Tsal754¢T),
which mimics the robust bacterial 2-Cys Prx. Using different approaches, we demonstrated that
Tsal™4 is more prone to Adn inactivation and subject to more significantly structural modifications
when compared to the other enzymes tested (Tsal"T, Tsal¥”74 and Tsal'752CT). Using the enzyme
Tsa2, that present the natural substitution of the catalytic triad Thr by a Ser, we show that this
punctual substitution is able to turn the enzyme more susceptible to Adn interaction and inhibition.
By molecular docking we have shown that Adn is stabilized in the Tsal active site pocket by several
apolar and some polar interactions, indicating that apolar interactions are pivotal to the stabilization
of inhibitors in active site microenvironment, which may have implications also to bulkier substrates
as lipid hydroperoxides.

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/xxx/s1, Figure S1: title, Table
S1: title, Video S1: title.
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Appendix B

All appendix sections must be cited in the main text. In the appendixes, Figures, Tables, etc.

should be labeled starting with ‘A’, e.g., Figure Al, Figure A2, etc.
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B. DESCRICAO DO CAMPO DA INVENGCAO:

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos é motivo de preocupacio frente a crescente ineficicia de firmacos de
bactérias e fungos. Trabalhos recentes indicam que antimicrobianos distintos possuem a capacidade convergente de
produzir espécies reativas de oxigénio (EROs) que causam danos as macromoléculas, em especial ao DNA, auxiliando
na morte do patégeno. EROs e além de espécies reativas de nitrogénio (ERNs) sio também produzidas pelo sistema
imune de hospedeiros para combater patégenos. Estudos indicam que a inibicdo da expressio de enzimas antioxidantes
de patégenos é capaz de gerar o aumento intracelular significativo dessas espécies, o que interfere de forma substancial
em sua sobrevivéncia. Nesse cendrio, um grupo de peroxidases, denominadas peroxirredoxinas (Prx), representam alvos
importantes em razdo de sua diversidade, reatividade e abundincia. Em bactérias, fungos, plantas, vertebrados e
invertebrados sendo que em alguns organismos podem representar cerca de 1% de todas as proteinas solaveis da célula.
Adicionalmente, trabalhos indicam que essas enzimas sdo responsaveis pela decomposicio majoritaria de
hidroperéxidos do ambiente celular em alguns organismos. As Prx utilizam um residuo de cisteina (cisteina de
peroxidasica - Cp) para decompor o hidroperdxido e sua alta reatividade é alcangada por interagdes com um residuo de
Thr (ou Ser) e outro de Arg, absolutamente conservados entre as Prx, que em conjunto, recebem o nome de triade
catalitica (T'C). Apbés decompor o peréxido, Cp se oxida e forma um dissulfeto com uma segunda cisteina (denominada
de cisteina de resolugdo - Cg). O dissulfeto ¢ reduzido por enzimas contendo cisteinas que diferem entre bactérias e
fungos e organismos multicelulares. Em humanos Prx também estdo envolvidas na progressio do cancer e ja foram
descritos compostos naturais capazes de inibir estas enzimas, mas nenhum para microorganismos patogénicos. A
biodiversidade do Brasil representa uma grande fonte de riqueza para a prospec¢do e descoberta de novas compostos
bioativos, entretanto até o presente momento nenhum composto foi descrito como inibidor de Prx para combate a
microorganismos patogénicos. Nesta solicitagdo, estio descritos os métodos empregados para o isolamento de uma
lactona sesquiterpénica de Calea pinnatifida, espécie vegetal da familia Asteraceae oriunda da biota brasileira, denominada
Caleina C (CalC). Em seguida por meio de experimentos 7z vitro demonstramos que CalC ¢é capaz de inibir
eficientemente e diferencialmente as Prx de bactérias contendo Thr (EcAhpCWT = 0.553 + 0.061 puM) ou Ser
(EcAhpC™ = 0.460 £+ 0.025 pM) na triade catalitica. Por meio de estudos 7 vivo com bactérias demonstramos que
CalC ¢ capaz de eliminar eficientemente linhagens patogénicas de Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Staphylococcns
epidermidis apresentando MICsp na ordem de ~350uM e sua administracdo em conjunto (adjuvante) com o antibacteriano
canamicina (Kan) é capaz de potencializar a acio de Kan. No que tange a fungos, utilizando peroxirredoxina de
Saccharomyces cerevisiae (T'sal) comparativamente com a enzima de humanos, demonstramos que CalC possui maior
atividade inibit6ria sobre a proteina de levedura. Ensaios 7 vivo utilizando linhagem de levedura (BY4741) revelaram um
MICsp de ~170uM e sua administragdo em conjunto com o antifungico G418, potencializa de forma significativa a
aniquilacdo do fungo. Portanto nossa descoberta representa a primeira substancia oriunda da biodiversidade brasileira
capaz de inibir /n vitro peroxidases dependentes de ti6l (Prx) de microorganismos, aniquilar bactérias e fungos e
potencializar o efeito de antifungicos e antibacterianos. Uma vez que outros microrganismos infecciosos (como
protozoarios) também dependem de tidis enzimas para infeccdo, defesa e manutengdo nos hospedeiros, solicitamos a
patente do processo de isolamento e a aplicagio de CalC como adjuvante para o tratamento de antimicrobianos no
tratamento de infec¢Oes causadas por microorganismos. Adicionalmente, como inibidores de Prx de humanos podem

ser utilizados em tratamentos de neoplasias, também ¢ solicitada a prote¢iao de CalC para doengas genéticas.



C. DESCRICAO DO ESTADO DA TECNICA

Infecgdo por patégenos, defesas celulares e antibioticos

Compostos antimicrobianos como antibacterianos e antifungicos revolucionaram o tratamento de
doengas infecciosas e estdo entre os maiores avangos na area da sadde do século XX. O perfodo que
compreende os anos 1950 e 1970 foi o auge das descobertas de novas classes de antimicrobianos (Aminov,
2010; Robbins, e al., 2017; Strebhardt & Ullrich, 2008). Entretanto, ap6s este periodo, o numero de novos
antimicrobianos se tornou muito escasso e a principal abordagem para o desenvolvimento de novos
medicamentos para combater a resisténcia emergente e reemergente de patdgenos tem sido, em sua grande
maioria, baseada na modificacdo dos antimicrobianos existentes, inclusive por razdes econémicas (Chopra ef
al., 2002; Docquier & Mangani, 2018). O decréscimo no desenvolvimento de novos farmacos ocorre devido
a obstaculos econémicos e regulatérios bem como fusdes empresariais que reduziram substancialmente o
nimero de pesquisas. Das 18 maiores empresas farmacéuticas do mundo, 15 abandonaram a produgio de
antibi6ticos (Bartlett ez /., 2013; Piddock, 2012).

No caso de bactérias as taxas de mortalidade relacionadas as infecgdes resistentes a maltiplas drogas
(Multi Drug Resistance - MDR) tem se tornado cada vez mais elevadas o que constitui um grave problema
de saude em todo o mundo. Na Unido Européia (UE), ~ 33.000 pacientes morreram em 2015 em
decorréncia de infecgSes ocasionadas por 16 espécies de bactérias MDR (Cassini ez a/., 2019). Nos Estados
Unidos da América (EUA) cerca de 23.000 pacientes morrem anualmente como consequéncia de infecgGes
hospitalares ocasionadas por bactérias MDR (Ventola ez al., 2015). Os custos economicos estimados na UE
revelam que os gastos para o sistema de saude em conjunto com a perda de produtividade dos pacientes
geram um prejuizo aproximado de 1.5 bilhdo de euros por ano (ECDC / EMEA Joint Working Group,
2009). Em perfodo similar o custo anual do tratamento de infec¢des hospitalares nos EUA de apenas seis
espécies de bactérias MDR foi estimado em aproximadamente 1.9 bilhdo de ddlares (Ventola ef al., 2015).
Em 2013, o CDC (Centers for Disease Control and Prevention - CDC) dos EUA declarou que estamos na
"era pés-antibidtica”. Esta declaragdo estd alinhada com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) que, em
2014, alertou que a crise de resisténcia aos antimicrobianos estd se tornando alarmante uma vez que o
percentual de bactérias MDR aumenta ano a ano (Reardon, 2015; Michael e¢r a/, 2014). No Brasil,
infelizmente, esses dados ndo sdo claros, mas a preocupagao com os danos provocados pela crescente
resisténcia de organismos a antimicrobianos levou a elaboracdo do “Plano de A¢do Nacional de Prevencio e
Controle da Resisténcia a0s Antimicrobianos no Ambito da Saude Unica”, com vigéncia de 2018 a 2022
(PAN-BR) (Ministério da Saude, 2018). Nesse sentido, novas abordagens voltadas para o tratamento de
doengas infecciosas causadas por esses agentes seriam de grande importincia no que tange a saide publica.

No que tange a infe¢oes ocasionados por fungos estudos recentes demonstram que elas possuem
grande impacto e representam graves riscos para as mais diversas espécies de organismos, incluindo animais
e plantas, e, portanto, para cultivares, ecossistemas e a propria biodiversidade (Fisher ez a/, 2017). Em relacio
a saude humana, infec¢Oes fungicas de baixa gravidade atingem até 1.7 bilhdes de pessoas anualmente em
todo o mundo (Brown e¢7 al., 2012). Entretanto, estima-se que infec¢des invasivas podem levar a morte de até
um milhdo e meio de pessoas por ano, revelando um grave problema de saude publica (Kim e @/, 2010).
Dentre os fungos patogénicos existem diversas leveduras, grupo que se apresenta predominantemente sob
forma unicelular, que muitas vezes pertencem ao microbioma saudavel, mas que em determinadas condi¢oes
se comportam como agentes infecciosos de diversas doencas de importancia para saide humana e animal
(Mayer e# al., 2016). De fato, mais de 90% das infec¢des fungicas em humanos sido causadas por leveduras
sendo a grande maioria do género Candida (Catanheira et al, 2016; Lockhart 2019; Tuner et al, 2014).
Saccharomyces cerevisiae também merece destaque como patégeno emergente. Conhecida como levedura do
pao, cerveja e vinho, é amplamente distribuida na natureza e largamente utilizada na industria de panifica¢io,
bebidas alcéolicas e biotecnologia. Esta levedura também é um modelo de estudos genéticos e bioquimicos
em eucariotos em razio da facilidade de manipulacdo, a capacidade de utilizacdo de diferentes backgrounnds
para o crescimento das células e similaridades bioquimicas e genéticas com células de mamiferos. Em razao



destas caracteristicas cinco prémios Nobel neste século foram concedidos a pesquisadores que a utilizaram
como otganismo modelo (trés em fisiologia/medicina e dois em quimica) (Hohmann ef @/, 2016). Em
diversos organismos, incluindo humanos, esta levedura é encontrada na microbiota saudavel dos tratos
gastrointestinal, respiratério e nas mucosas (Mufioz ez al., 2005; Salonen e# al., 2016). No entanto, nas tltimas
décadas as infec¢des fungicas invasivas causadas por S. cerevisiae em humanos, normalmente em individuos
imunocomprometidos, aumentaram significativamente, incluindo linhagens resistentes a farmacos (Enache-
Angoulvant & Hennequin, 2005; Johnson ef al., 2008; Strope ¢t al., 2015).

Tabela 1: Principais classes de antibacterianos e antifingicos, exemplos, processos biologicos atingidos e

acido/descoberta.

Classe de antibacteriano Exemplos Alvo Biologico Modo de agio /Descoberta
B lactimicos Penicilinas (ampicilina),  Biossintese de peptoglicanos  Bacteriostatico ou bactericida
cefalosporina (cefamicina),  (proteinas de ligagio a  (dependente da concentragio)/1928
penema (meropenema),  penicilina - PBPs)

Aminoglicosideos

Glicopeptideos
Tetraciclinas

Macrolideos

Lincosamidas

Estreptograminas
Oxazolidinonas
Fenicois
Quinolonas
Pirimidinas
Sulfonamidas
Rifamicinas
Lipopeptideos

Peptideos catinicos

Classe de antibiético fingico

Polienos

Equinocandinas

Azoles

Analogos de primidina

Alilaminas

monolactamicos (aztreonam)

Gentamicina,
espectinomicina

estreptomicina,

Vancomicina, teicoplanina
Minociclina, Tigeciclina

Eritromicina, azitromicina

Clindamicina

Synercid
Linezolida
cloramfenicol
Ciprofloxacino
Trimetoprima
Sulfametoxazol
Rifamicinas
Daptomicina

Colistina

Exemplos

Anfotericina B, Nistatina

Caspofungina, Anidulafungina

Miconazol (Fuconazol,
Voriconazol, Posaconazol,
Itraconazol, Cetoconazol,

Clotrimazol e Econazol)
5 -fluorocitosina

Terbinafina (Lamisil)

Tradugao

Biossintese de peptoglicanos
Tradugao

Tradugio

Tradugao

Traducao

Tradugao

Tradugao
Replicagaio do DNA
Metabolismo C1
Metabolismo C1
Transcricao
Membrana celular

Membrana celular

Alvo Biologico

Membrana celular (Se liga ao
ergosterol)

Parede celular (Inibidor de
1,3-B-glucano -sintase)

Membrana celular (Inibidor

da  lanosterol 14  o-
demetilase)

Sintese de acidos nucleicos

Membrana celular (Inibidor
da esqualeno epoxidase)

Bacteriostatico/1943

Bactericida/1950
Bacteriostatico/1953

Bactetiostatico ou bactericida
(dependente da bactetia) /1950

Bacteriostitico ou bactericida

(concentracio) /1963
Bacteriostatico/1953
Bacteriostatico/1952
Bacteriostatico/1947
Bactericida/1962
Bactetiostatico/1962
Bacteriostatico/1932
Bactericida/1957
Bactericida/1986

Bactericida/1949

Modo de agio /Descoberta

Fungicida/1958

Fungicida /1972

Fungicida ou fungisestatico/1967

Fungicida /1963

Bactericida/1983

Modificado de Davies e Davies (2010) e Butts e Krysan (2010).



A letalidade de antibacterianos/antifangicos é acompanhada pela geragdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs)

Estudos recentes indicam que diferentes classes de antibacterianos e antifingicos geram niveis
variaveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) que contribuem significativamente para a morte celular dos
patégenos (Bizzini ez al., 2009; Brynildsen ez al., 2013; Davies ez al., 2009; Foti Delattin e# al., 2014; Grant e al.,
2012; Kohanski ez al., 2008; Ling e# al., 2012; Shekhova ef al. 2017; Shatalin ez al., 2011). Dentre as EROs de
maior importincia biolégica encontramos o perdxido de hidrogénio (H203), o radical anion superéxido (O27)
e o radical hidroxila (HO") (Halliwell & Gutteridge, 2015). Apesar de existir ainda grande debate sobre a
relacdo de antimicrobianos, geracio de EROs e letalidade em patdgenos, trabalhos recentes utilizando as
mais distintas abordagens reforcam as conclusoes obtidas por diferentes grupos de pesquisa. Neste contexto,
foi demonstrado que as trés principais classes de drogas bactericidas (B-lactimicos, aminoglicosideos e
fluoroquinolonas) utilizam um mecanismo comum que estimula a producio de radicais hidroxila (HO") por
meio de reagoes quimicas de Fenton (Figura 1 A) (van Acker ez al, 2016; Dwyer ¢t al., 2014; Ibacache-
Quiroga ¢ al., 2018). No que tange farmacos antifingicos, drogas amplamente utilizadas como a anfotericina
B (AMB) e azoles (AZL) que impedem a biossintese de ergosterol e o crescimento celular, também induzem
danos oxidativos (Ostrosky-Zeichner ez a/. 2010). Belenky e colaboradores demonstraram que o tratamento
com AMB ou miconazol (MCZ) elevam os niveis intracelulares de EROs, o que esta fortemente relacionado
com a morte celular de C. albicans e S. cerevisiae. Os autores demonstraram também que a adigdo de HxO» ¢é
capaz de acentuar a morte celular. Por outro lado, a administragdo de quelantes de ferro (Fe) atenua a morte
por farmacos microbicidas, sugerindo que os radicais hidroxila contribuem para a morte celular de
patégenos.

Neste contexto é importante salientar que o H2O; juntamente com o radical anion superdxido (Oz")
também ¢é capaz de produzir HO* por meio da reacdo de Harber-Weiss (Figura 1B) (Halliwell & Gutteridge,
2015). Ponto de importancia reside no fato que, apesar dos diferentes fairmacos bactericidas e fungicidas
terem diferentes alvos biologicos, seus efeitos convergem para uma zia comum (Belenky ez a4/, 2013;
Kohanski ef al, 2010; Pang et al., 2017). Essa via é baseada na producdo de oxidantes através de resposta
metabdlica envolvendo o ciclo dos acidos tricarboxilicos (CAT) que induz a rapida deplecio de nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADH), resultando em uma hiperativacdo da cadeia de transporte de elétrons que
aumenta a produc¢do de produtos secundarios como o Oz~ e o H2O2 (Kohanski ez a/, 2010; Shatalin ez al,
2011). O Oz pode atacar grupamentos ferro-enxofre (Fe-S) presente em diversas proteinas podendo levar a
disponibilizacdo de Fe ferroso (Fe?") que participa da reacdo de Fenton, resultando em formagio de HO® que
auxilia na morte celular (Kohanski ez 4/, 2010; Shatalin ez 4/, 2011). Cabe ressaltar que o H2O», também é
capaz de danificar grupos Fe-S levando a disponibilizacao de Fe?" (Imlay, 2008; Jang e a/, 2010), o que deve
maximizar este processo levando a mais danos celulares. F importante salientar que apesar de baixas doses de
antimicrobianos estarem associadas ao aparecimento de linhagens resistentes em fun¢do das mutagdes
provocadas no DNA que aceleram as taxas de evolugio, altas concentragdes ou concentragdes apropriadas
de antibidticos levam a sérios danos em biomoléculas que impossibilitam ou decrescem as taxas de
sobrevivéncia do patégeno (Davies & Davies, 2010; Ter Kuile e a/., 2016; Kampf, 2019).

Defesas oxidativas do organismo hospedeiro na infecgiao por patéogenos

Quando um patdgeno invade um hospedeiro, animal ou planta, um dos mecanismos de defesa mais
estudados é denominado de explosdo respiratoria (respiratory burst), o qual se caracteriza pela geracdo de
grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs). Em mamiferos a geragio
de EROs ¢ devido 2 ativacio de uma multicomponente oxidase (NADPH oxidase, também denominado de
fagocito oxidase), que oxida o NADPH e, no processo, reduz o oxigénio a Oz (Halliwell & Gutteridge,
2015). Nos neutrofilos, essa reacdo oxidativa é disparada pelos sinais de ativacdo e acompanha a fagocitose
(Babior, 2004). Quando o radical O™ sofre dismutacdo, produz H>O,, 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 H2O,, por si s6, ndo é capaz de destruir

eficientemente o patégeno, entretanto, ao ser convertido em HO®, pode atingir e destruir membranas



celulares, proteinas e causar mutagoes em acidos nucléicos (Halliwell e Gutteridge, 2015). Outra forma de
eliminar os organismos invasores ¢é através da produgdao do radical 6xido nitrico (NO*). O NO* é gerado
quando ocorre a oxida¢io da arginina na presenca da molécula de oxigénio, sendo esta reagdo catalisada pela
enzima 6xido nitrico sintetase (NOS) (Fritzsche ¢# al., 2010; Prolo e al, 2014). Elevadas concentracoes de
NO* podem levar a formagao de peroxinitrito (ONOO-), um potente agente microbicida cujos detivados sio
capazes de causar danos ao DNA e oxidacio lipidica (Calcerrada ez a/., 2011; Radi, 2018).

Se por um lado os organismos hospedeiros produzem EROs e ERNs como defesa oxidativa, os
organismos patogeénicos dispdem de enzimas antioxidantes capazes defendé-los dos efeitos toxicos destas
espécies reativas e ajuda-los a superar a barreira oxidante imposta pelo hospedeiro, possibilitando assim a
infec¢do, manuten¢io e crescimento. As enzimas antioxidantes utilizadas pelos patégenos para metabolizar
as EROs e ERNs em produtos menos toxicos ou atoxicos sdo representadas principalmente por superéxido
dismutases (Sod) a qual é capaz de decompor o radical anion superdxido, as catalases (Cat), glutationa
peroxidases (Gpx) e as peroxirredoxinas (Prx) que respondem pela decomposicio de perdxido de
hidrogénio. Entretanto, peréxidos altamente téxicos para microorganismos patogénicos como peréxidos e
lipideo (L-OOH) e peroxinitrito (ONOO"), sio decompostos somente pelas Gpx e Prx. Adicionalmente,
diversos trabalhos revelam que o bloqueio de enzimas antioxidantes por agentes quimicos ¢ capaz de
acentuar a morte celular dos patégenos quando submetidos a estresse oxidativo ou tratamento com
antibioticos. Portanto, uma alternativa logica seria a utilizacdo de inibidores de enzimas antioxidantes em
terapias antimicrobianas (Birben e a/, 2012). No entanto, os hospedeiros, incluindo os humanos, possuem
enzimas extremamente semelhantes as dos patégenos, 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 e al., 2015; Heikkila ef a/., 1977; Mishra e Imlay 2012; Sugadev e# a/, 2011). Um importante alvo
seria as Prx, em razdo de caracteristicas discutidas a seguir.

Peroxirredoxinas: Diversidade e aspectos funcionais/estruturais

As peroxirredoxinas (Prx) sdo enzimas capazes de decompor uma ampla variedade de hidroperdxidos,
como H»O», perdxidos organicos e peroxinitrito (Bryk ez a/, 2000; Chae ef al., 1994a; Jacobson e al., 1989).
Estas enzimas se destacam por possuirem um grande numero de isoformas distribuidas em praticamente
todos os organismos, como archaea, procariotos e eucariotos. Por exemplo, em bactérias como Escherichia coli
podem ser encontradas até quatro isoformas (AhpC, AhpE, BCP e Tpx), em S. cerevisiae cinco (Tsal, Tsa2,
Ahpl, mTpx e Dot5) e em humanos seis isoformas (Prx1, Prx2, Prx3, Prx4, Prx5 e Prx6) (Barranco-Medina
et al., 2008; Dubbs e Mongkolsuk 2007; Nakamura e# al., 2008; Park ez al., 2000; Tovar-Méndez ez al., 2011).

Adicionalmente a sua representatividade entre os organismos e elevado nimero de isoformas, em
eucariotos as Prx estdo presentes nos mais diversos ambientes celulares como citoplasma, mitocondria,
reticulo endoplasmatico, nucleo, cloroplasto, peroxissomo, associadas a membranas e citoesqueleto e até
mesmo secretadas para o ambiente extracelular (Konig ef a/., 2003; Salzano ez al., 2014; Rhee e Kil, 2017,
Shichita ez al., 2012; Tovar-Méndez ez al., 2011). Ainda, estas enzimas possuem um grande numero de copias
no interior das células, podendo chegar até ~ 1% das proteinas soluveis da célula e até 5% das presentes da
matriz mitocondrial em mamiferos, o que torna as Prx responsaveis pela decomposicio da maior parcela do
H>O: presente nas células, como a Prx3 de humanos que decompoe 90% do H2O» gerado na mitocondria
(Cox et al., 2009). Diferentemente das glutationa peroxidases (Gpx) ou catalases (Cat), as quais utilizam
selenocistefna ou um grupamento prostético para a decomposicio de hidroperdxidos, todas as
peroxirredoxinas utilizam um residuo de cisteina reativo, denominado de cisteina peroxidasica (Cp) (Chae ez
al., 1994b; Epp et al., 1983; Hillar e al., 2000; Horta et al, 2010; Kirkman e al, 1999; Netto ez al., 1996;
Parsonage ef al., 2005).

Com a crescente caractetizag¢do das Prx nos mais distintos organismos ficou evidente que esta familia
de proteinas possui diversidade funcional e estrutural, levando a diferentes propostas de classificacdo destas
enzimas (Harper ¢f al., 2017; Hotmann ez al., 2002; Nelson ez al., 2011; Trivelli ez al., 2003). Dentre elas, a mais
utilizada leva em conta aspectos estruturais e o numero de cisteinas envolvidas no ciclo catalitico. Apesar da

maioria das Prx apresentarem-se como homodimeros algumas Prx possuem somente a Cp, enquanto outras



apresentam um segundo residuo capaz de formar um dissulfeto com a Cp, denominado de cisteina de
resolugdo (Cr) (Kang ez al., 2005; Wood e7 al., 2003a). Desta forma, as Prx podem ser classificadas como 1-
Cys, quando apenas uma cisteina esta envolvida no ciclo catalitico, ou 2-Cys, quando ha a presenca da Cr. As
2-Cys podem ainda ser subdivididas em 2-Cys tipicas, quando o dissulfeto formado ¢ intermolecular (cada
cisteina se encontra em um dos mondémeros do dimero) e 2-Cys atipicas, quando o dissulfeto formado ¢é
intramolecular (as cisteinas se encontram na mesma cadeia polipeptidica) (Chae et al., 1994b; Rhee et al.,
2016).

Ao se analisar as estruturas tercidrias/quaternarias destas enzimas, observa-se que a Cp se encontra no
final de uma o hélice, o que favorece sua desprotonagio, e em grande proximidade com um residuo de
arginina (Arg) e com um de treonina/serina (Thr/Ser), os quais sao totalmente conservados em todas as Prx
ja descritas até o momento. Estes trés residuos de aminoacidos (Cp, Thr/Ser e Arg) formam a triade catalitica
e todos apresentam importancia na catalise, visto que a manutencdo de Cp na sua forma desprotonada
(tiolato, Cp-S") € altamente dependente da integridade da trfade (Flohé ef a/., 2011; Tairum ez a/., 2016).

A atividade peroxidasica das Prx se inicia com o ataque de C,-S, a um atomo de oxigénio do
hidroperéxido ocasionando a clivagem heterolitica da ligagdo O-O, liberando uma molécula de agua (no caso
do H2O3) com a concomitante oxidagdo de Cy-S- a C,-SOH (cisteina acido sulfénico) (Ferrer-Sueta ef al.,
2011; Hall ez al, 2010). Nas 1-Cys Prx este intermediario é estavel, e no caso das 2-Cys Prx a C,-SOH se
condensa com Cg-SH, levando a formag¢do de um dissulfeto (C,-S-S-Cg) e liberacdo simultanea de uma
molécula de H>O. A partir deste momento nos concentraremos nas Prx 2-Cys tipicas, que representam a
classe de Prx mais estudada e, normalmente, as mais abundantes na célula.

Normalmente as Prx 2-Cys tipicas sio consideradas como homodimeros, entretanto, diversos
trabalhos demonstram que estas enzimas podem se apresentar também como decameros 0l2(5), através da
associacdo de cinco dimeros por meio da interagdao das interfaces dos dimeros (interface D) (Fig. 2A e 2B)
(Parsonage ef al., 2005; Tairum ef al., 2012; Tairum ef al., 2016). De fato ja foi demonstrado que as Prx 2-Cys
tipicas se encontram como decimeros quando suas cisteinas estdo reduzidas e aptas para decompor
peroxidos, ao passo que a formagio do dissulfeto resulta na dissociagio dos decameros em dimeros (Nelson
et al., 2018; Parsonage e7 al., 2005; Tairum ez al., 2016). Uma das possibilidades aventadas para esta associagdo
seria de uma interagdo cooperativa entre os dimeros de forma a aumentar a eficiéncia catalitica na
decomposicao de hidroperéxidos (Parsonage ef al., 2005), entretanto existem evidéncias que estas transi¢oes
podem estar envolvidas com a participacdo em vias de sinalizacdo (Nelson ¢z a/., 2018; Tairum e al., 20106).

As Prx 2-Cys tipicas podem ser inativadas 7z vitro e in vivo na presenca de altas concentracSes de
substrato em decorréncia da hiperoxidacio da cisteina peroxidasica. Apds o ataque ao substrato, o acido
sulfénico formado nesse residuo (Cp,-SOH) é rapidamente atacado por outra molécula de hidroperdxido, e
nao pela cisteina de resolucdo, levando a formacdo de cisteina dcido sulfinico (C,-SO2H), uma espécie que
nao pode ser reduzida por Trx (Rabilloud ez a/, 2002), mas que podem ter sua atividade peroxidasica
restabelecida através da acdo de uma enzima denominada de sulfirredoxina (Strx) em um processo
dependente de ATP e Mg?* (Biteau ¢f al., 2003).

O significado fisiologico da hiperoxidacio de Cp e a inativagdo da atividade peroxidésica nio estd
claro, mas quando hiperoxidadas as Prx podem sofrer intensa oligomerizacio, formando espécies de alto
peso molecular (estruturas HMW de bigh molecular weigh?) com massa superior a 1000 kDa (Jang ¢ a/., 2004,
Moon ¢t al., 2005). Os complexos HMW formados por Tsal de Saccharomyces cerevisiae e Prx2 de humanos se
apresentam na forma de esferas em andlises de microscopia eletronica de transmissao (Fig. 2C).

Além disso, esta transi¢do estrutural, apesar de abolir a atividade peroxidasica, confere as 2-Cys Prx a
atividade de chaperona molecular (Jang e al, 2004; Moon e al., 2005). Posteriormente, outro tipo de
complexo HMW com propriedade de chaperona, formado através do empilhamento de decameros, gerando
estruturas tubulares, foi descrito para 2-Cys Prx tipicas de Schistosoma mansoni e mitocondriais de humanos
(Prx3) (Angelucci et al., 2013; Angelucci ef al., 2016; Phillips ¢ al., 2014; Radjainia e a/., 2012) (Fig. 2D). Mais

recentemente, foi mostrado que a hiperoxidacdo de Tsal de levedura provoca o recrutamento de chaperonas



para compartimentos onde existe a agregacio proteica (Hanzén ¢ a/., 2016) mas nao foi investigado o grau de
agregacdo dessa 2-Cys Prx.

De forma contrastante, as Prx 2-Cys tipicas de bactérias ( denominadas de AhpCs), com raras
excecOes (Bang ef al, 2012; Kuang ez al., 2000), sdo muito mais resistentes a hiperoxidacdo de Cp que as
enzimas homélogas de eucariotos (Wood e al, 2003b) e podem nido formar complexos HMW. Esta
caracteristica estd estruturalmente relacionada a presenca de uma a-hélice C-terminal em eucariotos, a qual
geralmente ¢ inexistente em bactérias, e que aparentemente interfere na formacao do dissulfeto entre Cp e Cr
favorecendo a hiperoxidacio de Cp em eucariotos (Perkins e al, 2015; Wood e al., 2003b). A analise de
estruturas cristalograficas de Prx 2-Cys tipicas de eucariotos e procariotos revela que a cauda C-terminal se
projeta para o interior do sitio ativo onde estd localizada a triade catalitica (Fig. 2E e 2F), o que pode
determinar diferencas na ligacdo de substratos.

Aspectos da redugido das Prx 2-Cys

Quando ocorre a oxida¢do de Cp e subsequente formagdo do dissulfeto, as Prx 2-Cys tipicas
necessitam ser reduzidas para se tornarem aptas a decompor uma nova molécula de hidroperdxido. Esta
fungdo ¢ comumente realizada por agentes contendo grupos tidis (SH), sendo que a tiorredoxina (Trx)
representa o redutor fisiolégico da maioria das Prx (Chae ¢ a/., 1994; Netto et al., 2016). As Trx sdo proteinas
de baixo peso molecular (~ 12 kDa) que possuem em seus sitios ativos um motivo C-X-X-C contendo duas
cisteinas vicinais utilizadas para reduzir seus alvos bioldgicos (Vignols et al., 2005). Ao reduzir as Prx, as
cisteinas das Trx se oxidam em um dissulfeto e sdo reduzidas pela tiorredoxina redutase (TrxR) (Miranda-
Vizuete et al., 1999; Oliveira et al., 2010; Vignols ez al., 2005). As TrxR catalisam a redugdo do dissulfeto da
Trx oxidada utilizando uma molécula de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) viz dois
centros redox: uma flavina adenina dinucleotideo (FAD) e um segundo centro contendo duas cisteinas
vicinais. Neste contexto, o FAD transfere equivalentes redutores da molécula de NADPH para as cisteinas
reativas, e destas para as cisteinas oxidadas de Trx. NADPH, TrxR e Trx compoem o denominado sistema
Tiorredoxina (Lennon e# al., 2000; Oliveira ez al., 2010; Parsonage ef al., 2016).

Apesar da reducdo das Prx por Trx representar uma interagdo bastante especifica, as Trx estdo
envolvidas em diversos outros processos biologicos como crescimento celular, inibicdo de apoptose, ativacao
de transcricdo, sintese de DNA, ativacio de fatores de transcticio e manutencio da viabilidade celular através
da reducio de enzimas de reparo (Day ez a/., 2012; Karplus & Poole 2012; Lu & Holmgren, 2014; Vignols et
al., 2005). Portanto, um maior entendimento da redugdo das Prx por Trx é de grande importancia no que
concerne os processos redox envolvendo Prx e seu sistema redutor. Analises de estruturas cristalograficas
revelam que apesar das Trx terem grande conservacdo em sua estrutura em diversos organismos a TrxR
difere significativamente entre os otrganismos unicelulares e multicelulares. Apesar de ambas serem
homodimeros, a enzima TtxR encontradas em leveduras e fungos sdo significativamente menores (| 70kDa)
quando comparadas com as de eucatiotos multicelulares (~100kDa) e possuem um enovelamento
tridimensional bastante distinto.

Ainda, os motivos que contém as cisteinas cataliticas diferem de forma significativa tanto em sua
composicio quanto na localizagdo nos dominios na proteina. Nas TrxR de leveduras e fungos ocorre o
motivo C-X-X-C o qual estd inserido no dominio de ligagio ao NADPH ao passo que nas enzimas de
eucariotos multicelulares é encontrado o motivo C-V-N-V-G-C, inserido no dominio de ligacio ao FAD
(Oliveira et al., 2010). As enzimas de eucatiotos multicelulares também podem possuir um terceiro residuo
de Cys ou selenocisteina (Sec), envolvido no ciclo de oxirredugio, localizado na por¢io C-terminal da enzima
(Oliveira ¢t al, 2010). Por outro lado, a enzima Trx ¢é bastante conservada estruturalmente entre
leveduras/fungos e eucatriotos multicelulares (Collet e Mensens, 2010). Cabe ressaltar que o sistema redutor
de Prx encontrado em S. cerevisiae é considerado um modelo para o estudo do sistema Prx de leveduras e
fungos podendo ser utilizado para o estudo de drogas inibitérias.

O sistema redutor das AhpCs (2-Cys Prx tipicas bacterianas) é representado pela enzima AhpF que

também ¢é uma proteina homodimérica, mas com massa superior as da TrxR (~220kDa). Em adicio aos



dominios de ligacio para FAD e NADH existe um terceiro dominio denominado de NTD (N-terminal
domain) formado por duas moléculas contiguas de Trx. Portanto o ciclo de oxirreducio das Prx 2-Cys tipicas
de eucariotos, cujas proteinas envolvidas sdo a Trx e TrxR (Fig. 3A), difere significativamente do de bactérias
onde as duas proteinas sdo substituidas por AhpF (Fig. 3B). Este aspecto é importante pois a ligacdo de um
inibidor em um dos centros redox de AhpFcontendo Cys impossibilitaria a reducao de AhpC (Fig. 3B).

Peroxirredoxinas e doengas infecciosas

Acredita-se que as Prx possam ter um papel de importincia nos patégenos para subjugar as defesas do
hospedeiro. Em bactérias as AhpCs (Prx 2-Cys tipicas), assim como as enzimas de eucariotos sdo capazes de
decompor com taxas extremamente elevadas perdxido de hidrogénio, peréxidos de lipideos e peroxinitrito
(Bryk et al., 2000). A abundancia destas proteinas nestes organismos também ¢é bastante significativa. Em E.
coli, as Prx estdo entre as dez proteinas mais expressas (Link ez a/, 1997), como também estdo entre as mais
expressas em Bacillus anthracis (Chitlaru et al., 2007), Bacillus subtilis (Muntel et al., 2014), Helicobacter pylori
(Huang et al., 2014), Kiebsiella pnenmoniae (Khan et al., 2017), Legionella pneumophila (Aurass et al., 20106),
Psendomonas aernginosa (Hanna et al., 2000), Salmonella typhimurium (Rollenhagen & Bumann, 2000), Staphylococcus
anrens (Bnany et al., 2014), Xyella fastidiosa (Smolka et al., 2002), dentre outras.

Linhagens dabpe de Helicobacter pylori e Helicobacter hepaticus, os agentes causadores de ulceras/gastrites
estomacais e de hepatite cronica em mamiferos, respectivamente, apresentam niveis elevados de peréxidos de
lipideos (Mehta ¢z al., 2007). Resultados similares foram descritos para Campylobacter jejuni, o agente etiologico
de gastroenterites (Oh & Jeon, 2014). Em S. #phimurium, patégeno responsavel por moléstias
gastrointestinais, febre tiféide e septicemia, foi demonstrado que linhagens deficientes de AhpC apresentam
alteracao da morfologia celular e proliferacio reduzida no interior da célula. O estudo também revelou que
quando AhpC ¢é superexpressa em S. #yphimurium nocauteadas para genes envolvidos na decomposicio de
peréxidos (AdkatE, AkatG, AkatN, Aahpe e AfsaA), o patdbgeno recupera as caracteristicas da linhagem
selvagem (Hébrard ez al., 2009). Estes dados indicam que a 2-Cys Prx tipica de S. #yphimurium contribui para a
viruléncia do patégeno ao capacita-lo a sobreviver em ambientes redox hostis.

No caso de Staphylococcus aurens o agente etiolégico de diversas infec¢Ses hospitalares do trato
respiratério, AhpC juntamente com a catalase possuem papéis compensatorios para a sobrevivéncia e
colonizacio do trato respiratério (Cosgrove ef al., 2007). Estudos envolvendo metatranscriptoma de S. aurens
e 8. epidermidis revelaram que abpe é altamente expresso no trato respiratério, sendo que sua expressio e ao
menos trés vezes maior no ambiente zz vivo quando comparado com os microrganismos crescidos em meio
de cultura (i vitro) (1320-540, reads per million -rpm) (Chaves-Moteno ef al., 2016).

Em fungos, as Prx 2-Cys tipicas também aparentam ter grande importancia na sobrevivéncia em seus
hospedeiros. Em Candida albicans, o agente etiolégico da candidiase, a expressio da Prx (CaTsal) é bastante
acentuada (Chot ¢ a4/, 2003). Adicionalmente antifungicos como a mulundocandina e seu derivado
HMR3270 também aumentaram a expressiao de CaTsal (Bruneau ef a/., 2003). Estes dados estdo de acordo
com o observado para Candida glabrata, um fungo oportunista que ocasiona a candidinemia, onde o
tratamento com fluconazol elevou os niveis de expressao de cgTsal (Rogers ez al., 2006). Em Magnaporthe
oryzae, um fungo que causa prejuizos em cultivares de arroz, foi demonstrado que a peroxirredoxina MgPrx1
¢ fundamental para o estabelecimento do fungo no hospedeiro (Mir ez al., 2015). Em Penicillium marneffeii um
fungo dimérfico e agente etiolégico de severas doencas reticuloendoteliais, incluindo linfadenopatia
generalizada, hepatomegalia e esplenomegalia, foi detectada a alta expressdo de uma isoforma de Prx tanto
nas formas filamentosas quanto a de levedura (Chandler e al., 2008). S. cerevisiae é uma levedura que merece
destaque como patbégeno emergente e novamente, a importancia de enzimas antioxidantes em resposta as
defesas do hospedeiro também foi evidenciada em trabalho envolvendo transcriptoma de linhagens
virulentas de S. cerevisiae quando incubadas com sangue humano. Os resultados revelam grande aumento da
expressdo de diversos genes de enzimas antioxidantes incluindo Tsal e as enzimas de seu sistema redutor
(Llopis et al. 2012).



De forma coletiva os trabalhos apresentados acima indicam que as 2-Cys Prx tipicas possuem um
papel importante para o estabelecimento e sobrevivéncia de organismos patogénicos em seus hospedeiros,
portanto trabalhos que tenham como objetivo a inibi¢dao destas proteinas em patégenos podem gerar novos
quimioterapicos para o combate das doencas. No entanto, uma vez que os hospedeiros também possuem
esta classe de proteinas, uma estratégia racional seria a busca de inibidores especificos para este grupo de
enzimas baseado em diferengas das estruturas proteicas entre patbgeno e hospedeiro.

Peroxirredoxinas e doengas genéticas

Um crescente grupo de evidéncias apontam que células neoplasicas exibem uma produgdo aumentada
de espécies reativas de oxigénio (EROs) quando comparado com células normais, o que é em parte causado
pela perda no controle redox adequado incluindo disfun¢des mitocondriais (Chaiswing ez al., 2018; Jiang ez al.,
2018; Kamiguti ef al., 2005; Szatrowski et al., 1991) e, para sobreviver a este estado redox, os niveis de
proteinas antioxidantes sio aumentados (Glasauer e Chandel, 2014; Yang e a/, 2013). Adicionalmente o
efeito anti-cancerigeno de alguns agentes quimioterapicos correntemente utilizados no tratamento do cancer
(Paclitaxel, Docetaxel e Trioxido de arsénio, por exemplo) é mediada, pelo menos em parte, por um aumento
dos niveis celulares de hidroperdxidos (Alexandre ef al, 2006; Woo et al., 2002; Sato et al., 2013). Neste
contexto acredita-se que as peroxidases celulares, em especial as Prx, estio envolvidas na manutenciao dos
nfveis intracelulares de hidroperéxidos de células tumorais no limite adequado para crescimento, mas
insuficientes patra causar apoptose (Stocker ef al., 2018).

No que concerne as Prx, ja foi demonstrado que as Prx1 e Prx2, duas formas citosélicas de Prx 2-Cys
tipicas de mamiferos, sdo capazes de eliminar o H>O; intracelular gerado como resultado de estimulagao dos
receptores e varios trabalhos tém demonstrado que essas isoformas apresentam niveis elevados em tipos
distintos de canceres em diferentes 6rgao e tecidos como es6fago, do pancreas, tiredide, pulmio e mama
(Kang e al., 2005; Glasauer e Chandel, 2014; Yang ¢z al., 2013). A elevada expressdo de também confere Prx1
/ 2 um fenotipo mais agressivo de células cancerosas, em razdo de conferir maior resisténcia 2 quimioterapia
e a radioterapia (Kang ef al, 2005; Stocker e al, 2018). De fato diversos trabalhos utilizando RNA de
interferéncia e knockout génico tem demonstrado que a inativacao destas enzimas interfere fortemente no
estabelecimento, progressao e resisténcia a tratamentos por radio e quimioterapia de neoplasias (Hampton ez
al., 2018; Immenschuh & Baumgart-Vogt, 2005; Kang ef al., 2013; Lopez-Lazaro, 2007; Nicolussi e al., 2017).
Neste contexto, estas enzimas também sdo alvo para o desenvolvimento de terapias para o tratamento de

neoplasias.

Inibidores de peroxirredoxinas 2-Cys tipicas

As 2-Cys Prx possuem expressdo acentuada em doencas genéticas e infecciosas, e trabalhos recentes
buscaram por inibidores deste grupo de proteinas tanto em células de mamiferos quanto em
tripanossomatideos e até o presente momento foram descritas nove moléculas capazes de inibir as 2-Cys Prx
tipicas (Brindisi ez 4/, 2015; Carey e7 al., 2015; Heraldsen e7 al., 2009; Liu ez al., 2012; Shi et al., 2017; Yang et al.,
2016; Wei et al., 20106).

Entretanto, a utilizacdo destas moléculas em ensaios de citotoxicidade para células humanas ou nio
foram efetuados (6-OMe derivativa 7, triptolide, o celastrol e withaferina A) ou a citotoxicidade é muito
acentuada (conoidina A), o que inviabiliza sua utilizacdo como quimioterapico. As unicas moléculas que
apresentaram baixa toxicidade para células humanas foram a AMRI-59, JD-202 e a Adenantina (Adn),
porém, somente a ultima esta disponivel comercialmente. A Adn foi descoberta como um inibidor para
Prx1/Prx2, através de anilises envolvendo pull down e cromatografia de afinidade de extrato total de células
humanas NB40 (Liu ez a/, 2012). Esta molécula é um diterpendide extraido das folhas de Isodon adenantha e
tem despertado interesse em funcdo de suas propriedades antitumorais, uma vez que possui a capacidade de
induzir a apoptose ou diferenciacio de células tumorais linfociticas (Liu ef al, 2012; Liu et al, 2013).
Posteriormente foi demonstrado que Adn era capaz de matar células de hepatocarcinomas xenoenertados em

camundongos sem efeitos colaterais relevantes para o organismo (Hou ez a/., 2014).

10



Adn se ligaria especificamente com Cg, atuando como um aceptor de Michael em uma reacdo de
adi¢do entre um sistema carbonilico a,B-insaturado da Adn e o Sy da Cr de Prx1 e Prx2, impedindo a
formagio do dissulfeto intermolecular. A Adn interagiria com outros aminoacidos na regido do sitio ativo,
incluindo os residuos da triade catalitica Thr*® e Argl?8, sendo também estabilizada por interagdes de carater
hidrofébico com outros aminoacidos do sitio ativo (Liu ef 4/, 2012; Liu et al., 2013). Posteriormente, foi
confirmada a formac¢ido de adutos de Michael envolvendo as Cr das Prx1 e Prx2, entretanto utilizando
espectrometria de massas e proteinas mutantes foi demonstrado que Adn também ¢é capaz de ligar as Cp
(Soethoudt e al., 2014). Adn também se liga as cisteinas envolvidas na catalise das enzimas Trx e TrxR,
contudo possuem baixa reatividade com GSH ou cisteinas livres (Muchowicz ¢f al., 2013; Soethoudt e# al.,
2014). Portanto, este trabalho revela a importancia de avaliar potenciais inibidores ndo somente utilizando as

2-Cys Prx, mas também os sistemas redutores.

Substituigdo de Thr por Ser na triade catalitica de Prx 2-Cys confere maior suscetibilidade a Adn

A primeira 2-Cys Prx tipica caracterizada foi a Tsal de S. cerevisiae (Chae ef al., 1994a; Netto et al.,
1996). Posteriormente foi identificada uma segunda isoforma citosélica, denominada Tsa2, que compartilha
grande similaridade na estrutura primdria com Tsal (86% de identidade e 96% de similaridade) e embora
apresentem as mesmas atividades bioquimicas, elas possuem funcoes celulares nido redundantes (Diab &
Kane, 2013; Munhoz et al., 2004; Patk et al, 2000). Curiosamente, estas enzimas tém como diferenca
fundamental a substituicdo natural da Thr da trfade catalitica por Ser. Apesar desta substituicdo ser
compartilhada por outras 2-Cys Prx, pouco se sabia sobre seu papel na reatividade e estrutura das enzimas.
Nosso grupo de pesquisa foi responsavel pela determinagio da estrutura de Tsal, que representou a primeira
2-Cys Prx de eucatiotos contendo um ligante (Tairum ef al., 2012). Posteriormente a estrutura cristalografica
de Tsa2 foi descrita (Nielsen ez al., 2016), possibilitando comparag¢des estruturais entre 2-cys Prx com Thr ou
Ser no sitio ativo.

Recentemente, demonstramos que a substituicdo de Thr por Ser em Tsal (Tsal™S) ndo afeta a
atividade da enzima mutante, no entanto, torna a enzima constitutivamente decamérica, independente do
estado redox. A avaliacdo da atividade e da estrutura quaternaria de Tsa2, que possui naturalmente Ser na
trfade catalitica, revelou que a enzima é capaz de decompor peréxido de hidrogénio e hidroperéxido
organico em taxas de 10’M-1s”!, no entanto assim como TsalTS nio se dissocia em dimeros no estado
oxidado (Tairum ez al, 20106), indicando que esta substitui¢io confere caracteristicas estruturais distintas.
Posteriormente, demonstramos que a substituicdo de Thr por Ser da triade catalitica também esta envolvida
emuma maior resisténcia a hiperoxidacdo (Breyer ef a/., manuscrito em finalizacdo para ser submetido ao
Scientific Reports). Uma vez que os resultados indicam que a presenca de Thr ou Ser aparenta possuir
importancia na afinidade pelos substratos, avaliamos se o inibidor adenantina (Adn) era capaz de inibir
diferencialmente proteinas de levedura contendo Thr ou Ser. Resultados preliminares revelaram que a
inibicdo por Adn é mais acentuada para enzimas possuindo Ser (Tsa2 e TsalT#S) (~75-85%; 10152 = 1.21
uMs 1ty 0762_adn = 0.31 uMs?; 20rarraas = 1.08 uMs; 201airass_adn = 0.16 uMs1) quando comparada com
Tsal que possui Thr na triade catalitica (~65%; 10751 = 1.74 uMsl; 20151_aan = 0.58 uMs!). Adicionalmente,
a analise de 15.034 sequéncias de Prx 2-Cys tipicas revelou que somente 6.3% das Prx 2-Cys tipicas possuem
a substituicdlo Thr — Ser, sendo majoritariamente encontrada em bactérias (> 90%) (dados ndo

apresentados).
Busca por novos compostos inibitérios para Prx 2-Cys tipicas e seus sistemas redutores

Como mencionado anteriormente, trabalhos que lidam com inibidores de Prx 2-Cys tipicas sio
escassos. Desta forma, essa area representa uma oportunidade para investigacdes que explorem a agio de
substincias naturais ou sintéticas. No Brasil existe uma biodiversidade notavel que se reflete no grande
nimero de compostos bioativos oriundos das mais diversas fontes como microorganismos, animais e
vegetais (Chatterjee, 2018 ; da Silva Bolzani ef a/., 2012; Suffredini e# al., 2000). Dentre estes compostos a
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vasta maioria é obtida de plantas que possuem uma das maiores diversidades quimicas do mundo de
compostos do metabolismo secundario (Dutra ez a/., 2014; do Nascimento e¢f al., 2012; Bolzani ¢z al., 2012).

Assim como a adenantina, que pertence ao grupo dos terpendides, outro grupo de compostos, as
lactonas sesquiterpénicas, tem despertado grande interesse na comunidade cientifica em razio de vasto efeito
biolégico observado em doengas infecciosas e genéticas (Mateji€ e7 al., 2016). As lactonas sesquiterpénicas
sao metabdlitos secundarios que formados a partit de trés unidades de isopreno (Mateji¢ et al, 2010).
Anteriormente, foi demonstrado que as lactonas sesquiterpénicas como helenalina, vernodalina e
vernangulideo B possuem forte efeito anti-protozoario (Efferth ez al., 2002; Huang ef al., 2009; Schmidt e al.,
2009). Adicionalmente diversos compostos relacionados estruturalmente exibem acentuado efeito anti-
tumoral o que os coloca como compostos promissores para o tratamento de neoplasias (Wu ¢ a/., 2019; Zhu
et al., 2010). De fato, artemisinina, tapsigargina e partenolideo sdo exemplos de compostos desta classe que
estdo em fase clinica para o tratamento de cancer (Drogosz et al., 2019; Ghantous et al., 2010; Ren ¢ al.,
2016). Também ja foi demonstrado que lactonas sesquiterpénicas podem ser eficientemente transportadas
para o interior de células intestinais, uma caracteristica bastante importante para um farmaco (Xu ez af., 2019).

Apesar dos estudos existentes ndo se sabe ao certo quais os substratos celulares cujo estes compostos
sdo capazes de exercer sua atividade biolégica. Neste contexto ¢ importante salientar que assim como os ez
cauranos (classe da adenantina), as lactonas sesquiterpénicas possuem uma regido hidrofébica, entretanto o
esqueleto ¢é significativamente menos volumoso o que pode facilitar o transporte e interacio com 0Os
substratos. Ainda, a presenca de um sistema carbonilico a,B-insaturado é capaz de atuar como um doador de
Michael para a reagdo com cisteinas (Beekman e 4/, 1997; Puente ez al., 2019), a exemplo da Adn para as Prx
(Liu et al., 2012; Muchowicz ef al., 2013; Soethoudt ez al., 2014). Neste contexto, é muito provavel que dentro
do grupo de lactonas sesquiterpénicas oriundas da biodiversidade vegetal brasileira existam moléculas que
possuam atividade inobitoria sobre as 2-Cys Prx tipicas de bactérias e ou eucariotos, mas que ainda nao
foram caracterizadas. Cabe ressaltar que todos os inibidores de 2-Cys Prx tipicas identificados possuem uma
porcao hidrofébica o que indica uma caracteristica aparentemente fundamental para a interacio com o sitio
ativo e que pode ser explorada de forma racional bem como de grupos reativos a tiois.
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E. BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS:

Figura 1: Reagdes de Fenton e Harber Weiss. (A) Reacoes de Fenton, em que a interagdo entre uma
molécula de Fe3* com uma de anion superéxido resulta na liberacdo de Fe?* que, ao interagir com perdxido
de hidrogénio, produz o radical hidroxila. (B) Representacio a reacdo de Haber Weiss, originando radical
hidroxila a partir da interagdo entre peréxido de hidrogénio e anion superéxido.

Figura 2: Estruturas quaternarias de Prx 2-Cys tipicas e diferengas no microambiente do sitio ativo
de 2-Cys Prx de eucariotos e procariotos. A) Dimero de Tsal de levedura representado em carfoon. Um
monémero é colorizado em verde e o monémero adjacente em amarelo. B) Decamero do tipo 02(5),
formado pela associagio de cinco dimeros. A unidade dimérica superior esti representada em verde e
amarelo, o restante dos dimeros estdo representados em vermelho e as interfaces D sdo denotadas pelas
linhas tracejadas. C) Associa¢ao de moléculas de 2-Cys Prx tipicas para a formagao da espécie HMW esférica.
D) Associagio de decimeros do tipo a2(5) formando a estrutura HMW tubular. Superficie molecular de Prx
de cucarioto (E) e de bactéria (F). As estruturas estdo coloridas em cinza em laranja (Cp), azul (Arg) e

vermelho (Tht/Set) e a cauda C-terminal em verde escuro. Nas figuras estio representadas as enzimas Tsal
de S. cerevisiae (PDB: 3SBC) (A, B, C, D e E) e AhpC de S. pyphimurium (F) (PDB: 4M9A).

Figura 3: Transferéncias redox envolvidas na redugio de hidroperoxidos por Prx 2-Cys tipicas de
leveduras/humanos e bactérias. A) As Prx 2-Cys tipicas de células eucaridticas em geral sio reduzidas
pelo sistema Trx que compreende as enzimas tiorredoxina, tiorredoxina redutase e NADPH. B) Em células
procatioticas, as Prx 2-Cys tipicas (AhpC) sio reduzidas pela flavoenzima AhpF, que possui dois centros
redox contendo cisteinas, um localizado no dominio N-terminal (NTD) e outro no dominio NADH.

Figura 4: Exemplar de Calea pinnatifida e estrutura quimica de Caleina C. A) Exemplar de Calea
pinnatifida oriunda da biota floristica de matas do estado de Sao Paulo. B) Estrutura quimica da caleina C
indicando os grupos que podem reagir com as cisteinas de Prx. Os quadrados em azul destacam os grupos
com menor reatividade e o vermelho com maior reatividade.

Figura 5: Avaliagdo de inibi¢do da atividade peroxidasica e da formagio do dissulfeto de ECAhpC¥T
e EcAhpCTS, As enzimas EcAhpCW¥T (A) e EcahpC'™$ (B) reduzidas e dessalinizadas foram tratadas com
20 equivalentes molatres de iodoacetamida (#) ou CalC (®). A seguir, as proteinas tratadas foram novamente
dessalinizadas para a remocao do excesso de composto e sua atividade peroxidasica foi analisada através de
ensaio de oxidagao de NADPH. Para isso, 3uM das proteinas tratadas foram adicionadas a rea¢Ges contendo
EcTrx (6 uM), EcTrxR (0.9 uM), NADPH (150 pM), HEPES (50 mM, pH=7.0), DTPA (100 uM) ¢ azida
sédica (1 mM). As reagdes foram incubadas a 37°C por 3 minutos antes de setem iniciadas pela adi¢io de
H>O; (500 uM) e monitoradas espectrofotometricamente a 340nm, 37°C, potr 5 min. Como controle positivo
foram utilizadas rea¢oes em que EcAhpC ndo foi previamente tratada com nenhum composto (M) e, como
controle negativo, foram utilizadas reagdes sem a adi¢io de EcAhpC (A).Para a avaliagio da inibi¢io da
formagio do dissulfeto intermolecular, as enzimas EcAhpCWT (C) ou EcAhpC™4$ (D) foram reduzidas com
5mM de DTT por 1 hora (lane 2) e, em seguida, dessalinizadas para a remogao do excesso de redutor (lane3).
Aliquotas contendo 10uM da enzima reduzida/dessalinizada foram tratadas com 20 equivalentes molares dos
seguintes composto: iodoacetamida, Adn, CalC e jacaranona (lanes 5, 6, 7 e 8, respectivamente) por 1 hora e
posteriormente oxidadas com 5 equivalentes molares de H2Oz por 30 minutos. As rea¢des foram entdo
paralisadas com a adi¢do de stop buffer (50 mM de Tris pH=6.8, 50 mM de NEM, 2% de SDS, 10% de
glicerol e 0.1% de azul de bromofenol) e analisadas em SDS-PAGE nio redutor corado com comassie blue. A
lane 1 representa o marcador de peso molecular. Na lane 4 foi aplicada a proteina reduzida/dessalinizada e

posteriormente oxidada, sem tratamento com nenhum composto. Os experimentos foram realizados em

triplicata e repetidos a0 menos trés vezes.

Figura 6: Inibi¢do da formagdo de dissulfeto intermolecular e atividade peroxidasica de EcCAhpCW¥T
e EcAhpCT#S por CalC. As proteinas EcAhpC¥T (A) e EcAhpC™4 (B) foram reduzidas com 5mM de
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DTT por 1 hora (lane 2) e, em seguida, dessalinizadas para a remogdo do excesso de redutor (lane 3).
Aliquotas contendo 10uM das enzimas reduzidas e dessalinizadas foram tratadas com concentragdes variadas
de CalC (0.5, 1, 2.5, 5 e 10 equivalentes molares - /anes 4, 5, 6, 7 e 8, respectivamente) por 1 hora e
posteriormente oxidadas com 5 equivalentes molares de H2O2 por 30 minutos. As reacOes foram
interrompidas pela adi¢io de stgp buffer (Tris 50mM pH6.8, NEM 50mM, SDS 2%, glicerol 10%, azul de
bromofenol 0.1%) e analisadas em SDS-PAGE nio redutor corado com comassie bine. A lane 3 representa a
proteina reduzida/dessalinizada e postetiormente oxidada, sem tratamento com CalC. Os procedimentos
foram realizados em temperatura ambiente. Inibicdo da atividade peroxidasica de EcAhpCWT (C) e
EcAhpCT™S (D) por CalC: As proteinas reduzidas e dessalinizadas foram tratadas com concentragdes
variaveis de CalC (0.5 -7, 1 - A e 2.5 - equivalentes molares) por 1 hora em temperatura ambiente e
posteriormente dessalinizadas novamente. A seguir, 3uM das proteinas tratadas foram adicionadas a reacées
contendo EcTrx 6uM, EcTrxR 0.9uM, NADPH 150uM, HEPES 50mM pH 7.0, DTPA 100pM e azida
sédica ImM. As reagoes foram incubadas a 37°C por 3 minutos antes de serem iniciadas pela adicdo de H20»
500uM e monitoradas espectrofotometricamente a 340nm, 37°C, por 5 minutos. Como controle positivo
foram utilizadas rea¢bes em que as proteinas ndo foram previamente tratada com CalC (®) e, como controle
negativo, foram utilizadas reagdes sem a adicio de EcAhpC (#). As velocidades iniciais de cada reacio foram
calculadas, transformadas em valores de porcentagem e plotadas para o cilculo dos valores de 1Cso de CalC
para EcAhpCWV¥T (E) e EcAhpCT4 (F). Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos ao
menos trés vezes.

Figura 7: Viabilidade celular de B. subtilis, S. aureus, S. epidermidis, E. coli, P. aeruginosa e S.
typhimurium ap06s tratamento com CalC. As células de B. subtilis (©), S. aurens (W), S. epidermidis (M), E.
coli (W), P. aeruginosa (®) e S. typhimurium (®), em concentragio de 105 UFC, foram inoculadas em meio
Mueller Hinton contendo concentragdes crescentes de CalC e incubadas por 24 horas, a 37°C, sendo entio
quantificadas espectrofotometricamente a 600nm. Os experimentos foram feitos em triplicada e repetidos ao
menos trés vezes.

Figura 8: Toxicidade de antibacaterianos associados a CalC (adjuvante) sobre bactérias Gram + e
Gram -. A) Avaliacdo da toxicidade da gentamicina associada a CalC sobre S. aurens. Células de 5. anrens em
concentra¢io de 105 UFC foram inoculadas em meio Mueller Hinton contendo gentamicina (50ng/ml), CalC
(60pM) ou a associagao dessas duas moléculas com as mesmas concentra¢Oes utilizadas individualmente. B)
Avaliagao da toxicidade de polimixina B (PMNB) associada a CalC sobre células de E. co/i (ATCC25922) em
concentracdo de 10> UFC foram inoculadas em meio Mueller Hinton contendo apenas PMNB (0.3 pg), CalC
(60uM) ou a associagdo das duas moléculas. As células foram incubadas por 24 horas, a 37°C com os
compostos sendo entdo quantificadas espectrofotometricamente a 600nm. Como controle negativo foi
utilizado células sem adi¢do dos compostos. Todos os ensaios foram feitos em triplicata.

Figura 9: Ensaio de oxidagdo do DTT para avaliagdo inibitéria comparativa da inibi¢do de CalC
sobre Tsal de S. cerevisiae e Prx2 de H. sapiens e determinagio de MICs¢ para o composto CalC
sobre células de levedura. A) A atividade peroxidasica dependente de DTT foi monitorada através da
oxida¢do do DTT, que absorve a 310 nm e os dados foram plotados apds 10 minutos de reagdo. Nas rea¢oes
as enzimas foram previamente reduzidas com 5 mM de DTT/1h/301C e o DTT foi removido por gel
filtracdo utilizando a coluna PD10 (GE heathcare). Em seguida as enzimas Tsal e Prx2 foram tratadas com
20 equivalentes molares de lodoacetamida (IAA), Adenantina (Adn), e 10 equivalentes de CalC (quantidade
inferior em razdo da disponibilidade), por uma hora e dessalinizadas para a remocido do excesso de ligante.
As reagOes consistiram de: DTT 10 mM, CHP 2 mM em tampao HEPES 50 mM e foram executadas a 30
_JC. Barra azul = Prx2; vermelha = Tsal. B) Para a determina¢do do MICs foi utilizado meio de cultura
YPG (extrato de levedura, peptona e glicerol) contendo concentragoes crescentes de CalC (0, 31.25, 62.5,
125, 250 e 500 uM). Para cada concentracio foi inoculado 10> UFC e as culturas foram incubadas por
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13hs/30°C/250tpm em agitador orbital, apods este petiodo a densidade a absorbancia a 600 nm foi
registrada. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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F. DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Extragdo e purificagio caleina C de Calea pinnatifida

Visando a obten¢ido da Caleina C, folhas frescas de C. pinnatifida (300 g) foram secadas em estufa
(40°C por 60h), moidas e extraidas com MeOH até esgotamento a temperatura ambiente. O extrato MeOH
bruto, apés evaporacio parcial do solvente, foi re-suspendido em agua e submetido a parti¢io liquido-liquido
usando hexano para eliminacdo do material graxo. Sequencialmente, a fase hidroalcodlica foi extraida com
CH:Cl>. Apés evaporacdo completa do solvente na fase organica foram obtidos 650 mg de material que
foram submetidos a cromatografia em gel de Sephadex LH-20 (MeOH como sistema eluente). Deste
processo, foi obtida uma fracdo enriquecida com lactonas sesquiterpénicas (236 mg). Esse material foi
purificado via cromatografia em gel de silica (misturas de CH2ClxMeOH em gradiente de polaridade como
eluentes) fornecendo 215 mg de uma fragdo com predominio da Caleina C. A purificacido de parte de parte
desse material (100 mg) via CLAE semi-prepatativo (coluna Cig eluida com ACN:HO 4:6, A = 218 nm)
forneceu 40 mg de caleina C. A identificacio estrutural da Caleina C foi baseada na analise dos espectros uni
e bidimensionais de RMN e do espectro de massas seguido da comparacio com os dados descritos na
literatura (Caldas et al., 2018).

Caleina C de Calea pinnatifida como inibidor de peroxirredoxinas e de seu sistema
redutor

Para avaliar a atividade inibitéria de CalC foi empregado o ensaio de oxidag¢do do NADPH utilizando
o sistema Trx de E. c/i e a proteina AhpC selvagem de E. cw/i (EcAhpCW¥T), a qual contém Thr como parte
da triade catalitica, e também a enzima mutante (EcAhpCT™4%) a qual possui a Thr substituida por Ser, uma
substituicio muito frequente em bactérias patogénicas. Como controles positivos de inibicao, as proteinas
foram tratadas com iodoacetamida, um reconhecido alquilante de cisteinas e que, portanto, tem a capacidade
de abolir a atividade de Prx 2-Cys, ou com Adn, um en-caurano descrito por Liu e colaboradores (2012) que
¢ capaz de inibir a atividade de enzimas de humanos. O excesso de compostos sempre foi removido ao final
do processo para evitar sua interagdo com as demais proteinas do sistema.

Os resultados revelaram que EcAhpCWT foi inibida de forma significativa pelo CalC (Fig. 5A)
(Orcanpewr= 7.94 = 0.87 uMs e 20_gcanpcwr + cac = 1.07 £ 0.44 uMs1). Para a enzima mutada (EcAhpCT4)
demonstram que ela também foi inibida por caleina C (Figura 12C) (#Ogcanpcrass= 8.20 £0.16 uMs' e
0_CalCgeanperass= 1.56 £ 0.89 uMs 1) (Fig. 5B). Para avaliar se CalC poderia se ligar com as cisteinas reativas
de EcAhpC¥T ¢ EcAhpCT™S, essas proteinas foram tratadas com CalC, oxidadas com HO: e analisadas em
SDS PAGE nio redutor. Como controle positivo de inibicdo, foram utilizadas proteinas tratadas com
iodoacetamida (IAA) ou Adn e, como controle negativo, o composto jacaramona, o qual ndo é capaz de se
ligar a cistefnas (Fig. 5). Os resultados revelaram que o tratamento com DTT leva ao aparecimento
majoritario de bandas monoméricas (Fig. Fig. 5C e 5D, /lanes 2-3). Por sua vez a oxida¢do com H>O:
produziu majoritariamente dimeros (Fig. 5C e 5D, /ane 4 e 8). Como esperado o tratamento com o agente
alquilante IAA ou o inibidor Adn interferiram fortemente na formacio de dimeros em razdo de bloquear as
cisteinas, impedindo a formagdo de dissulfetos (Fig. 5C e 5D, /Janes 5-6). De forma bastante similar o
tratamento com CalC levou EcAhpCW¥T e EcAhpCT# a se apresentarem majoritariamente como monomeros
(Fig. 5C e 5D, /anes 5-6) revelando que a forma de inibicdo deste composto ocorre em razio de uma ligacdo
covalente (adi¢do de Michael) com os tidis proteicos de AhpC.

Determinagdo do ICs aparente de CalC para as Prx bacterianas ECAhpCWVT e EcAhpCT448

Uma vez que CalC foi capaz de inibir a atividade peroxidasica de EcAhpCW¥T e EcAhpCT™S, bem
como a formagio do dissulfeto intermolecular nessas proteinas, seguimos com a determinacdo do ICso desse
composto para as enzimas EcAhpC¥T e EcAhpCT4. Semelhante aos ensaios realizados com Adn, as
enzimas reduzidas foram tratadas com quantidades variaveis de CalC, representando diferentes razdes

estequiométricas (0.5, 1, 2.5, 5 e 10 equivalentes molares). Em seguida, as enzimas tratadas foram submetidas
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a0 ensaio acoplado de oxidagao do NADPH e o resultado do tratamento com diferentes concentragdes de
CalC foi acompanhado em SDS-PAGE (Fig. 6).

Os resultados revelaram que o composto CalC é capaz de impedir a formacdo de dissulfetos de
EcAhpC em funcido da concentracio utilizada (Fig. 6A e 6B). Também ¢é possivel observar pelo ensaio de
NADPH que, quanto maior a dose de CalC, maior a inibi¢ao da atividade peroxidasica promovida (Fig. 6C e
6D). De fato, doses estequiométricas de CalC (0.5 eq.) foram capazes de inibir fortemente a atividade das
enzimas resultando em um ICsp aparente de 0.553 + 0.061 pM para EcAhpCW¥T e 0.460 = 0.025 pM para
EcAhpCT™3 (Fig. 6E e G6F). Esses dados indicam que CalC ¢ tio eficiente quanto Adn ou JDA-202, dois
compostos naturais enf-cauranos oriundos da China, na inibicdo de 2-Cys Prx. Adicionalmente, a atividade
inibitéria de CalC foi mais acentuada sobre a enzima contendo Ser na TC (EcAhpCT#).

A determinagio da concentragio inibitéria minima 50 (MICso) e 25 (MICjs) revela que CalC é toxica
para linhagens patogénicas de B. subtilis, S. aureus e S. epidermidis

Para avaliar a citotoxicidade de CalC 7z vivo sobtre células bacterianas determinamos a inibicdo do
crescimento de linhagens de B. subtilis (F41923-PY79), S. aurens (ATCC 29213) e S. epidermidis (ATCC12228),
que possuem Set, ¢ E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC 29853) e S. typhimurinm (ATCC 19585) que
possuem Thr, na presenca de concentra¢des crescentes de Adn.

Para o ensaio uma concentra¢ao final de 10> UFC de cada bactéria foi inoculada em microplacas
contendo meio Mueller Hinton e concentra¢des crescentes de Adn e incubado a 37°C por 24 horas. Apds o
petiodo de incubacio, densidade celular foi estimada espectrofotometricamente a 600 nm para o calculo do
valor de 1Cso e 1Cas. O crescimento de E. coli, P. aeruginosa e S. typhimurinm nao foi inibido pela presenca de
CalC e, portanto, nio foi possivel calcular o I1Cso para essas linhagens. Entretanto, as linhagens de B. subtilis,
S. aurens e S. epidermidis foram sensiveis a toxicidade de CalC, apresentaram 1Cps na ordem de 160.7 (+ 39),
11.9 (£1.6) € 159.0 (+ 26.2) pM, respectivamente (Fig. 7).

Também avaliamos a utilizacdo de CalC como adjuvante para anti-bacterianos. Para tanto foram
avaliadas S. aurens, como representante de bactérias Gram +, e E. coli representante para as Gram -. Como
antibacterianos utilizamos a gentamicina (aminoglicosideo) (Gram +) e a polimixina nonapeptideo (peptideo
nao ribossomal, NRP) (Gram -). Para tanto foram determinados os 1Csy para ambos os antibacterianos e as
respectivas linhagens (dados nio apresentados). No ensaio foram utilizadas quantidades de antibiéticos
muito abaixo dos 1Csp determinados e também baixas doses de CalC (60 pM). Como pode ser observado na
figura 8A, equanto que o tratamento com baixas doses somente de gentamicina (50ng/ml) resultou em uma
taxa de mortalidade de ~ 50% e CalC (60 uM) de 15%, a combinagdo das duas levou a aniquilagao de 75%,
demonstrando que CalC é capaz de acentuar significativamente a atividade antibacteriana da gentamicina
sobre S. anrens. No caso de E. coii e PMBN o resultado foi bastante surpreendente, uma vez que CalC mesmo
em altas doses (500 uM) na é capaz de interferir na sobrevivéncia de células Gram — (Fig. 7). Neste caso,
baixas somente de CalC resultaram na mortalidade de somente 5% das bactérias, dentro da margem de erro
do experimento (Fig. 8B). Por sua vez, PMBN em baixas doses (0.3pg/ml) tambem intetferiu de maneira
ténue na sobrevivéncia das bactérias com taxas de mortalidade foi capaz de levar a taxas de mortalidade de
somente 15% (Fig. 8B). Entretanto, a combinacdo de PMBN +CalC levou a mortalidade de 80% das
bactérias (Fig. 8B). Neste contexto, os resultados revelam que a combinacio de CalC com antibiéticos, em
doses variando de ng- pg sdo capazes de afetar drasticamente a sobrevivéncia de bactérias patogénicas Gram
+ e Gram -.

Avaliagdo comparativa da inibi¢do por CalC para as Prx 2-Cys tipicas de S. cerevisiae e H.
sapiens

Uma vez que a expressdao das enzimas foi padronizada bem como estamos com compostos naturais
disponiveis, optamos por iniciar a padronizacdo de metodologias para avaliar o potencial inibitério de
compostos naturais otiundos da biota brasileira. Como compostos controle pata inibi¢io utilizamos a
iodoacetamida (IAA), e o inibidor Adn na mesma concentragio utilizada no trabalho original (Liu ¢ 4/,

2012). A metodologia empregada para a avaliacdo de inibi¢do foi a de oxidagdo do DTT.
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Nas condigoes testadas nossos resultados indicam que Adn possui maior potencial inibitério sobre a
Tsal (47.7 £ 3.7 % de inibi¢ao, Fig. 9A) quando comparada com Prx2 (28.4% =+ 6.3 %) (Fig. 9A), este
resultado nos parece importante uma vez que a baixa citotoxicidade de Adn em células sadias de mamiferos
pode permitir sua utilizagdo para o tratamento de infec¢bes fungicas. Por sua CalC foi o que apresentou
maior atividade inibitéria para Tsal (45.5 = 5.7 %) com diferenca bastante significativa para Prx2 (10.3 £ 5.8
%) (Fig. 9A). Também determinamos de forma preliminar o MICso para C3 utilizando a linhagem de
levedura BY4741 em YPG. Nas condi¢oes testadas o MICso foi de 170uM (Fig. 9B), entretanto, os ensaios

necessitam ser refeitos avaliando outros meios de cultura como foi efetuado para bactérias.

20



G. ENTIDADE TECNOLOGICA: Uso
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ANEXO 1. FIGURAS

Figura 1:
A) Reagdes de Fenton: Fe™ O,° 2 Fe’ + O, (Reagio 1)
Fe** + H,0, 2 Fe’* + OH + HO® (Reagio 2)
B) Reagdo de Haber-Weiss: H,0,+ 0, 2 O, + HO®* + OH
Figura 2:
Figura 3:
G5
A) NADPH+H" FADoxi CosH R-OOH
NADP* FAD; Cvsf Cys-S° S R-OH
CysS C\oSH CeS
TrxR Trx Prx
Cys$
B) NapH:m* FAD,, Cy ! R-OOH
Ys™
NTD
NAD* FAD,, Cys-S R-OH
Cys-SH Cr-S
AhpC
Figura 4:
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Figura 6:
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Figura 8:

E. coli ATCC25922

S aureus ATCC 29213
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Abstract: The oxidative and nitrosative responses generated by animal and plant constitute an
important defense against infection and the establishment of pathogenic microorganisms such
as bacteria, fungi and protozoa. Pathogens can also face oxidative stress triggered by some
antimicrobials. Among distinct oxidant species, hydroperoxides are a group of chemically
diverse compounds that comprise small hydrophilic molecules, such as hydrogen peroxide and
peroxynitrite, and bulky hydrophobic species, such as fatty acid hydroperoxides.
Peroxiredoxins (Prx) are ubiquitous enzymes and may be involved in the microbial protection
against hydroperoxides generated by the hosts. In contrast to catalases and glutathione
peroxidases, these enzymes do not contain prosthetic groups such as heme or selenocysteine
and instead use a highly reactive cysteine residue to decompose hydroperoxides. Prx are very
abundant and are present in distinct cell compartments and, in some cases, Prx can be secreted
to the extracellular environment. Despite their abundance, Prx expression can be further
increased in response to oxidative stress promoted by host defense systems or by treatment with
hydroperoxides and antibiotics. Additionally, some Prx isoforms have been described as
virulence factors. Prx are widely distributed among various hosts and pathogens and are
classified into six different classes (Prx1-AhpC, BCP-PrxQ, Tpx, Prx5, Prx6 and AhpE) based
on structural and biochemical factors. Some groups are absent in hosts, while others present
structural peculiarities that differentiate them from host isoforms. In this context, the intrinsic
structural characteristics of these enzymes may allow the development of biotechnological
approaches, such as the development of new drugs to combat pathogenic microorganisms.
Additionally, since some Prx isoforms are also found in the extracellular environment, they
emerge as attractive targets for the production of diagnostic tests and vaccines.
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Introduction

The infection of organisms by microbial pathogens triggers several host defense mechanisms
(Medzhitov 2007; Nurnberger et al. 2004), such as the release of large amounts of reactive
oxygen (ROS) and nitrogen species (RNS). These molecules are able to damage pathogen
macromolecules, including DNA, lipids and proteins. ROS generation is a consequence of the
activation of a multicomponent system (NADPH oxidase), which uses NADPH to reduce
molecular oxygen and generate the superoxide anion radical. Superoxide can undergo
spontaneous or enzymatic dismutation at high rates (10° M1s? and 10° Ms?, respectively),
generating hydrogen peroxide, which is highly diffusible (Halliwell and Gutteridge 2015).
Hydrogen peroxide and superoxide are not powerful oxidants, but they can be converted to
hydroxyl radicals through Fenton and Haber-Weiss reactions (Fig. 1a). The hydroxyl radical is
highly reactive and can promote oxidative damage in proteins and mutations in nucleic acids
and trigger lipid peroxidation; these processes damage cell membranes and other biomolecules
to generate several toxic secondary products, which contribute to the annihilation of pathogenic
microorganisms (Halliwell and Gutteridge 2015).

Host organisms also eliminate pathogens by the production of nitric oxide radicals derived from
arginine (Arg) oxidation to citruline (Cit) in a reaction dependent on molecular oxygen and
catalyzed by the inducible nitric oxide synthase (iNOS) in animals (Prolo et al. 2014). In plants,
there are also pathways that produce nitric oxide, but the underlying mechanisms are still
elusive (Trapet et al. 2015). Additionally, other oxidants can be generated from nitric oxide.
For instance, nitric oxide reacts with superoxide anion radicals very rapidly (k ~ 7 x 10° Mls"
1, resulting in the formation of peroxynitrite, a powerful oxidizing hydroperoxide (Radi 2018).
Organic hydroperoxides (OHPs), which includes hydroperoxides generated from amino acids,
nucleotides and lipids, are also formed over the course of host response. The pathogen infection
leads to the generation of large amounts of OHPs, which are generated by lipoxygenases or
cyclooxygenases (Cordray et al. 2007) or indirectly as products of lipid peroxidation or
oxidation of other macromolecules (Halliwell and Gutteridge 2015).

The lipid hydroperoxides are the most studied and are very toxic to pathogens since they can
undergo in free radical mediated chain reactions, leading to alteration of the physical properties
in cell membranes and causing damage to proteins and nucleic acids (Gaschler and Stockwell
2017). Noteworthy, hydroperoxides other than hydrogen peroxide can also undergo Fenton-
like reactions (Fig. 1b), producing highly reactive free radicals such as alkoxy radicals (Patel
and Williamson 2016). Therefore, the removal of these oxidants is fundamental to allow the
establishment of pathogens in the host.

Additionally, some lines of evidence indicated that microbicidal drugs can enhance superoxide
and hydrogen peroxide production, damaging distinct biological targets in microorganism cells,
including DNA (Dwyer et al. 2014; Lam et al. 2020; Repolés et al. 2020). In consequence, it is
important to note that at low doses, antibiotics can lead to selection of strains with increased
resistance to these compounds. Meanwhile, high concentrations of antibiotics are required to
abolish or strongly decrease the survival rates of the pathogens (van Acker and Coenye 2017).
To counteract oxidative stress, the pathogenic organisms express several antioxidant enzymes,
enabling infection, maintenance and growth of microorganism in host environments (Staerck
et al. 2017). Among them, the most representative enzymes are: (i) superoxide dismutases
(Sod), which convert superoxide into hydrogen peroxide and molecular oxygen; (ii) catalases
(Cat), which specifically decompose hydrogen peroxide and peroxynitrite; and (iii) glutathione
peroxidases (Gpx) and peroxiredoxins (Prx), which decompose several kinds of
hydroperoxides, including hydrogen peroxide, peroxynitrite and OHPs (Staerck et al. 2017).
The growing occurrence of microbial strains that are resistant to the most diverse microbicides
has become a global health threat. Thus, the search for new drugs to combat pathogenic
microorganisms is a worldwide concern (Fisher et al. 2017). In this regard, an alternative
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approach would be the search for antioxidant enzyme inhibitors as antimicrobial therapies. Prx
members are important targets due to their diversity and structural differences between the
isoforms found in pathogenic microbial organisms and hosts. The aim of this review is to focus
on evidence taking into account aspects such as abundance, substrate diversity, and structural
and functional peculiarities that place members of the Prx family as potential targets for novel
strategies to combat microbial infections.

Peroxiredoxin abundance and distribution in microbial cells

Prx are the main scavengers of hydroperoxides in several organisms (Condeles et al. 2020;
Seaver and Imlay 2001) and especially in microbial pathogens that lack both catalase and Gpx
(Mastronicola et al. 2014; Richard et al. 2011). The significance of Prx in bacteria is highlighted
by the number of different isoforms expressed, ranging from three to ten enzymes, representing
some of the most abundant proteins in several bacteria. Additionally, bacterial Prx are found in
the cytosol, associated with the cell membrane or with DNA, in the periplasmic space and even
in biofilms (Cha et al. 1995; Enany et al. 2014; Hicks et al. 2010; Murphy et al. 2005; O'Riordan
et al. 2012).

In microbial eukaryotes, such as fungi and protozoans, Prx are also very abundant.
Saccharomyces cerevisiae, which is usually employed as a model yeast for genetic and
biochemical studies, has also gained attention as an opportunistic pathogen in
immunocompromised individuals (Souza Goebel et al. 2013). In this yeast, the abundance of
Prx isoforms can attain ~1% of the total soluble proteins in the cell and are much more abundant
than catalases and Gpx (Ghaemmaghami et al. 2003). Proteomic approaches of representative
fungi and protozoans also revealed the high amount of Prx in these microorganisms (de Godoy
et al. 2012; Kaneva et al. 2018).

The number of Prx isoforms is also elevated in eukaryotic organisms, achieving up to six
isoforms in fungi (Park et al. 2000; Rocha et al. 2018; Skrzypek et al. 2017) and three to five
isoforms in protozoans (Richard et al. 2011). Several isoforms are distributed in the most
diverse cellular compartments, such as the cytosol, mitochondria, nucleus, peroxisomes,
protozoan glycosomes, and they are even exported outside cells (Park et al. 2000; Richard et
al. 2011; Rocha et al. 2018; Urban et al. 2005; Vallejo et al. 2012). In fungi, extracellular Prx
isoforms are also associated with the hypha/cell wall and biofilm (Choi et al. 2003). It is
important to highlight that biofilm confers resistance to bacteria and fungi against host immune
defenses and antimicrobial drugs (Lynch and Robertson 2008). Additionally, the extracellular
location of some Prx in pathogenic microorganisms makes these enzymes promising targets for
diagnostic tests and vaccines (Fereig et al. 2017; O'Riordan et al. 2012; Rodrigues et al. 2020).
Although the abundance of Prx in pathogenic microbes is already high in basal conditions, the
oxidative burst imposed by immune cells such as macrophages or neutrophils can further
enhance the levels of Prx in bacteria such as Salmonella typhimurium and Mycobacterium
avium (Francis et al. 1997; Zhu et al. 2008). A similar behavior is observed in pathogenic fungi
and protozoans. In Candida glabrata the expression of the Prx is strongly enhanced when
insulted by the oxidative stress promoted by the host immune system (Gutierrez-Escobedo et
al. 2020). In Trypanosoma cruzi, ectopic overexpression of Prx isoforms enhances the
resistance of the pathogen against peroxynitrite and hydrogen peroxide produced by
macrophages and pathogen metabolism (Piacenza et al. 2008).

Another point that indicated the relevance of Prx in pathogens is the induction of their
expression in response to antimicrobials. For instance, Prx are upregulated by distinct
bactericidal drugs, such as amikacin, ciprofloxacin, kanamycin, tetracycline, vancomycin
among others (Chen et al. 2013; Kumar et al. 2013; Li et al. 2018; Vranakis et al. 2012). In
pathogenic fungi and protozoans, enhanced expression in response to antimicrobial agents has
also been observed for a range of drugs, such as amphotericin B, antimony, benznidazole,
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camphene thiosemicarbazide, caspofungin, fluconazole, fludioxonil, itraconazole, miltefosine
and others (Andrade et al. 2008; Das 2018; Gautam et al. 2016; Gautam et al. 2008; Shishodia
et al. 2019; Silva et al. 2018; Vediyappan et al. 2010). Together, the data presented in this
section highlight the importance of Prx for microbial pathogen survival under oxidative stress
conditions.

Catalytic mechanism of Prx

Pathogenic organisms present three main groups of peroxide-removing enzymes: catalases,
Gpx and Prx. Catalases are heme-containing proteins that efficiently decompose H202 but
cannot reduce OHPs (Hillar et al. 2000). In contrast, Cys-based Gpx can degrade OHPs and
hydrogen peroxide but with lower efficiency when compared to seleno-dependent mammalian
Gpx (Herbette et al. 2007). Finally, Prx are Cys-based peroxidases that efficiently decompose
several kinds of hydroperoxides, achieving rate constants up to 108 Ms? (Reyes et al. 2011;
Tairum et al. 2016).

The mechanism of action of Prx is based on a catalytic cysteine (named peroxidatic cysteine -
Cp) that reduces the hydroperoxide and is oxidized to sulfenic acid (Cp-SOH) (Hall et al. 2010).
In addition to Cp, Thr (or Ser), and Arg are found in the active site of all Prx described to date
and compose the catalytic triad that is essential to the catalytic power of Prx enzymes (Fig. 2)
(Hall et al. 2010; Poole and Nelson 2016). The catalytic triad Thr can be substituted by Ser in
some Prx, with structural and functional consequences, but without affecting the reactivity
under low concentrations of hydroperoxides (Tairum et al. 2016). Interestingly, catalytic Ser is
more frequently found in Prx isoforms from Bacteria than in corresponding enzymes from
Archaea and Eukarya (unpublished data).

Cpr is very reactive to most hydroperoxides due to the active site microenvironment (Hall et al.
2010). The Thr/Ser and Arg of the catalytic triad activate Cp and orientate the substrate in the
active site for optimal reactivity (Fig. 2) through a Sn2 mechanism (Hall et al. 2010). The
oxidation of Cp by hydroperoxide is common to all Prx, while the subsequent steps define two
groups. Some Prx have only one catalytic cysteine (1-Cys Prx), while a second cysteine residue
(named resolving cysteine — Cr) is involved in the catalysis of another group (2-Cys Prx) by
forming a disulfide bond (Cp-S-S-Cr). 2-Cys Prx can be further divided into atypical, in which
both cysteines are in the same subunit; or typical, that have a homodimer as minimal catalytic
unit due to Cp and Cr are in different chains (Perkins et al. 2015).

Common aspects, structural variability, and alternative functions of Prx

Prx display the thioredoxin-fold (Trx-fold) that is composed of four -sheets surrounded by
three a-helices, a structure that is shared with several other redox proteins, member of the super-
family thioredoxin (Nelson et al. 2011). Prx enzymes evolved from a Trx ancestor, with
addition of secondary structural elements (Copley et al. 2004). Prx enzymes are subdivided into
six classes: AhpC-Prx1, BCP-PrxQ, Tpx, Prx5, Prx6 and AhpE (Fig. 3a-f) based on their amino
acid sequences and structures (Nelson et al. 2011). The AhpC-Prx1 class is composed mainly
of the typical 2-Cys Prx, while the atypical 2-Cys Prx are mainly distributed in three classes:
BCP-PrxQ, Prx5 and Tpx. Proteins displaying the 1-Cys Prx mechanism are mainly present in
the Prx6 group, but there are also 1-Cys Prx in the BCP-PrxQ, Prx5 and AhpE classes (Nelson
etal. 2011).

The oligomeric states of these enzymes are also very diverse: monomers, dimers, decamers and
several other structural species (Jang et al. 2004; Tairum et al. 2016). The Prx dimers can
assemble in two different ways: A-type (Fig. 4a) and B-type (Fig. 4b), in which the central -
sheets of both monomers are aligned (Poole and Nelson 2016). Members of the BCP-PrxQ,
Prx5, Tpx and AhpE classes can form A-type dimers, but there is a wide variation at this level
of organization. Most proteins of BCP-PrxQ class are found as monomers, with a few of them
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as A-type dimers. Representants of the Prx5 group are detected as monomers and dimers, and
some bacterial members possess Prx5 fused to a glutaredoxin molecule and can form tetramers
(Kim et al. 2003; Nelson et al. 2011). The Tpx members are found only as A-type dimers.
Finally, the AhpE members have been described as A-type dimers that can associate in octamers
(tetramers of dimers) (Hall et al. 2011).

The B-type dimer is found in members of the AhpC-Prx1 and Prx6 classes, being the minimum
catalytic unit of AhpC-Prx1, since Cp and Cr are found in different monomers. Interestingly,
members of the AhpC-Prx1 and Prx6 classes can further assemble into tetramers, octamers,
decamers, dodecamers or high-molecular-weight species (Poole et al. 2011; Poole and Nelson
2016). Additionally, members of the AhpC-Prx1 class with Thr in the catalytic triad possess
the particularity of switching oligomeric states dependent on the redox state, being observed as
decamers when reduced (Fig. 4c) switching to dimers upon Cp oxidation (Tairum et al. 2016).
Some peroxiredoxins present additional functions, besides the peroxidase activity. At high
hydroperoxide concentrations, Cp is hyperoxidized to sulfinic acid (Cp-SO2H), resulting in loss
of peroxidase activity and concomitant acquisition of chaperone (holdase) function as a
consequence of structural rearrangement to form high molecular weight species (HMW),
presenting a spherical or filamentous organization (Fig. 4d and 4e) (Hall et al. 2009; Jang et al.
2004; Saccoccia et al. 2012; Tairum et al. 2016). This functional switching is related to a C-
terminal a-helix that facilitates Cp hyperoxidation, which is restricted to eukaryotic isoforms
with rare exceptions (e.g., Helicobacter pylori AhpC) (Hall et al. 2009). Molecular chaperone
activity was also described in Prx from some microorganisms previously exposed to heat shock
(Kamariah et al. 2018; Morais et al. 2017; Saccoccia et al. 2012; Teixeira et al. 2015). In
addition, a BCP-PrxQ from Deinococcus radiodurans and a Prx6 from Anabaena sp. also
present molecular chaperone activity (Cho et al. 2019; Mishra et al. 2017).

Another additional function displayed by some members of the Prx6 class is a calcium-
independent phospholipase A: activity (PLA2), which is not related to peroxidase function
(Bannitz-Fernandes et al. 2019). The PLA: activity of Prx6 depends on a second active site
separate of the peroxidase center, composed by a catalytic Ser, a His and an Asp (Fig. 5). In
pathogens, PLA; activity was described in Prx6 enzymes from Pseudomonas aeruginosa and
from Aspergillus fumigatus, two respiratory airway pathogens. Possibly, these phospholipase
activities may be related to the metabolism of surfactants in the lungs during colonization by
damaging phospholipids from the host cell membrane or nutrient acquisition (Bannitz-
Fernandes et al. 2019). The dual activity of some Prx groups may provide additional importance
for their physiological roles in cells, especially microorganisms.

The diverse structural features among Prx classes can represent an opportunity for the
characterization of inhibitors that might be employed as drug targets in the combat of
pathogens. Part of the diversity among proteins of the six Prx classes reside in the amino acid
composition of the active sites (Hall et al. 2011). Indeed, Tpx and AhpE members are found
almost exclusively in prokaryotes, and BCP-PrxQ is absent in animals (Poole and Nelson 2016).
For the other three classes, some specific features can be taken into account to design molecules
that specifically target enzymes from pathogens and not the hosts.

The amino acid sequences of microbial Prx isoforms (bacteria, fungi and protozoans) differ
considerably than host enzymes (mammals and plants), ranging from 35-60% of identity (data
not shown), with some of these residues in the active site region. These differences can be
explored in the search for inhibitors with specific interactions with the proteins of hosts and
pathogens. To illustrate this variation, structures from proteins belonging to the subclasses
Prx1-AhpC, BCP-PrxQ, Prx5 and Prx6 were used as templates and were depicted with different
colors that represent divergent and conserved amino acids (Fig. 6, pink and white, respectively).
Notably, some of the differences between host and pathogen protein surfaces are very close to
Cp (Fig. 6a-d, orange). For instance, AhpC-Prx1 from eukaryotes possesses a C-terminal a-
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helix and some other specific features involved in the increased susceptibility to hyperoxidation
that are close to Cp and are absent in most prokaryotes (Wood et al. 2003) (Fig. 6a, light green).
Furthermore, the Thr residue from the catalytic triad is replaced by a Ser residue in some
pathogenic bacteria (Staphylococcus sp. and Bacillus sp., among others), fungi
(Saccharomycetales), and protozoans (Leishmania sp.) but is almost inexistent in the hosts
(unpublished data). This single substitution confers considerable structural and functional
differences between Prx containing Thr or Ser (Tairum et al. 2016). The Thr/Ser substitution
may also provide a different microenvironment to ligands targeted to Prx from hosts or to Prx
from pathogens (Fig. 6a, red). For some pathogenic bacteria, such as Haemophilus influenzae,
Neisseria meningitidis and Vibrio cholerae, the differences in the Prx5 isoform are accentuated
as a consequence of a glutaredoxin fused to the C-terminal region (Fig. 6¢), a feature that is not
observed in animals and plants (Kim et al. 2003).

Peroxiredoxin Reductants

To perform efficient catalysis, Prx requires appropriate reductants for fast turnover and the Trx
system is the most frequently employed. The Trx system comprises thioredoxin (Trx),
thioredoxin reductase (TrxR), and NADPH as the electron source (Oliveira et al. 2010).
Although Trx enzymes are highly conserved, TrxR enzymes are distinct between
microorganisms/plants and mammals. In both cases, TrxR are obligate dimers, but the enzymes
present low molecular weights (molecular mass of monomers ~33 kDa) in bacteria, fungi and
plants. In. mammals, TrxR possesses ~50 kDa per monomer and contain a selenocysteine
residue (Oliveira et al. 2010).

Notably, in bacteria there is a specialized Trx system, named AhpF, for the reduction of
enzymes belonging to the AhpC-Prx1 class. AhpF is a multidomain enzyme, containing a TrxR
portion fused to two molecules of Trx in a single polypeptide chain. Although AhpF can use
either NADH or NADPH as the electron donor, NADH is the favored reductant (~100 x), in
contrast to the canonical Trx system that preferentially utilizes NADPH (Poole and Ellis 1996).
In Mycobacterium tuberculosis, another specialized system for the reduction of some AhpC-
Prx1 isoforms is present. This system comprises AhpD, a bacterial protein with thioredoxin-
like activity but without significant structural homology to Trx, that acts together with
dihydrolipoamide succinyltransferase (SucB) and dihydrolipoamide dehydrogenase (Lpd), also
using electrons from NADH (Bryk et al. 2002).

Protozoans from the Trypanosoma and Leishmania genera present another unique thiol-
disulfide network that is able to reduce AhpC-Prx1 members (so-called in trypanosomatids as
tryparedoxin peroxidase - TxnPx) (Netto et al. 2016; Piacenza et al. 2008). The system uses
NADH as an electron donor and includes the enzymes tryparedoxin (Txn), an oxidoreductase
homologue of thioredoxin, and tryparedoxin reductase (TR), a flavoenzyme that is structurally
similar to the high molecular weight TrxR. The system also comprises trypanothione (TSH),
an abundant low molecular weight thiol that is present solely in trypanosomatids (Jaeger and
Flohe 2006). In this case, peroxiredoxin disulfide is directly reduced by Txn, which in turn is
restored to the reduced state by trypanothione. The oxidized trypanothione molecules are
reduced by TR using NADH.

In some cases (Prx5 and Prx6 classes) the reductive system is composed by glutaredoxin (Grx),
glutathione (GSH), glutathione reductase (GR) and NADPH (Pedrajas et al. 2016). In this
system, GSH acts as a proton donor to Cp-SOH, forming a mixed disulfide with glutathione
(Cp-S-SG), which is reduced by Grx, generating reduced Prx for a new catalytic round. A
second GSH molecule recovers reduced Grx, generating oxidized glutathione (GSSG), which
is further reduced by the enzyme glutathione reductase using electrons from NADPH. As
mentioned before, in some bacteria, Prx5 is fused to a Grx domain (Kim et al. 2003).
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The classes Prx6 and AhpE are mostly composed of peroxiredoxins that possess only one
catalytic cysteine, the peroxidatic residue. Therefore, the Cp-SOH intermediate is directly
reduced by distinct agents. Although several biological reductant substrates were tested, most
of them fail to reduce microbial Prx6 or AhpE (Longo et al. 2020; Rocha et al. 2018). In fact,
to date, only one microbial peroxiredoxin from the Prx6 class (Prx1 from S. cerevisiae) is
reduced by a Trx system that is located in mitochondria.

In contrast, ascorbate is a general reductant for Prx6 enzymes (Anschau et al. 2020). Initially,
we demonstrated that the sulfenic acids in AhpE from M. tuberculosis, yeast Prx1 and
mammalian Prx6 are reduced by ascorbate, the only biological and non thiolic reductant
described for peroxiredoxins so far (Monteiro et al. 2007). Later, we determined that Prx6
isoforms from pathogenic microorganisms, such as bacteria (LsfA, P. aeruginosa) are reduced
by ascorbate at moderate rates (Anschau et al. 2020).

AhpE from M. tuberculosis also presents a thiolic enzymatic system that is involved in its
reduction, which is represented by mycoredoxin (Mrx1), mycothiol disulfide reductase (MR),
and a low molecular weight thiolic compound named mycothiol (MYC), described only in the
actinobacteria group (Hugo et al. 2014).

Unique aspects such as reductive systems are often acquired by some groups of microorganisms
and can be exploited as alternative therapeutic treatment. Indeed, the existing alternative
systems in pathogenic microorganisms are considered important chemotherapeutic targets
(Budde and Flohe 2003).

Substrate diversity and protective roles of peroxiredoxins

Prx enzymes from several microbial pathogens decompose hydrogen peroxide and
peroxynitrite very efficiently, displaying rate constants ranging from 10* to 108 Ms (Pineyro
etal. 2011; Reyesetal. 2016; Tairum et al. 2016). The reduction of OHPs by Prx is also efficient
(up to 108 M1s1) and is important for pathogen survival (Estelle et al. 2020; Jacobson et al.
1989; Reyes et al. 2011). However, the vast majority of studies utilized synthetic organic
molecules such as tert-butyl (t-BOOH) and cumene (CHP) hydroperoxides to mimic biological
OHPs and members of all Prx classes efficiently decompose these molecules (Akerman and
Muller 2005; Baker and Poole 2003; Parsonage et al. 2008; Tairum et al. 2016). It is important
to note that OHPs are bulkier than hydrogen peroxide or peroxynitrite, indicating that Prx active
sites are large and hydrophobic to accommodate such distinct molecules.

In a few cases, the biological significance of OHPs for some classes of Prx were investigated
(Table 1). In H. pylori, AhpC and BCP decompose OHP with rate constants of approximately
10° Ms?, making the pathogen tolerant to oxidative stress (Baker et al. 2001). M. tuberculosis
ANpE achieves rate constants of approximately 108 M-1s"* over arachidonic acid hydroperoxide
(15-HpETE), a very bulky hydroperoxide produced by reticulocytes, eosinophils, and T-
lymphocytes (Reyes et al. 2011). Interestingly, AhpE is detected in the membrane fraction of
M. tuberculosis (Gu et al. 2003). In Paracoccidioides brasiliensis, a Prx6 isoform can
decompose linoleic hydroperoxide more efficiently than t-BOOH and CHP (3-8-fold higher,
respectively) (Longo et al. 2020). Accordingly, linoleic and linolenic acid hydroperoxides are
also of high importance in infection by pathogens due to their pronounced microbicidal effect
(Estelle et al. 2020).

It is important to emphasize that although hydroperoxides can be useful in defense against
pathogens, they can also be hazardous to the host. As expected, Prx from the host are also very
reactive towards distinct hydroperoxides as mentioned above (Rhee and Kil 2017).

Effects of Prx inactivation in pathogenic microorganism cells
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As a general trend, silencing of Prx from distinct groups renders cells more sensitivity to
hydroperoxides insults (Castro et al. 2020; Comtois et al. 2003; Cosgrove et al. 2007; Hillmann
et al. 2016; Missall et al. 2004; Rocha et al. 2018; Teixeira et al. 2015). Their importance in
hydroperoxide decomposition can be, as an example, associated with DNA protection. In fact,
the first bacterial peroxiredoxins (AhpC from Escherichia coli and S. typhimurium) were
described by the observation that strains lacking their genes present high mutation rates, while
strains overexpressing AhpC suppress these mutations (Storz et al. 1987). Later, this protective
role was related to the ability of AhpC to decompose OHPs (Jacobson et al. 1989). The
protective role due to OHPs decomposition by Prx was also observed in other bacterial species
and eukaryotic microorganisms. As an example, 4ahpC from Bacteroides fragilis presents five
times more mutations than the wild-type strain (Rocha and Smith 1999). Accordingly, the
deletion of one or more Prx isoforms in S. cerevisiae is not lethal but compromises genome
stability (Ogusucu et al. 2009). In Candida albicans, the Azsal strains also present increased
mutation rates, indicating that Prx is a factor that contributes to genome stability (Urban et al.
2005). The protective role of Prx in DNA integrity was also observed under nitrosative stress
in Trypanosoma brucei. Strains defective in the enzyme uracil-DNA glycosylase (UNG), a
component of the base excision DNA repair system, exhibit reduced infectivity and increased
levels of DNA damage (Yague-Capilla et al. 2019). Notably, the surviving cells of the T. brucei
Aung strain present increased expression of AhpC-Prx1 peroxiredoxin (Trypl), which is
correlated with peroxynitrite detoxification (Yague-Capilla et al. 2019).

Another mechanism by which Prx provides protection is the switch from peroxidase to
chaperone activity, which confers thermal tolerance of cells to heat shock. As we described
before, this switch is well known to occur by Cp hyperoxidation due to high concentrations of
hydroperoxides (Jang et al. 2004). This functional switch can also occur as a consequence of
thermal insults, but the underlying mechanism is still poorly understood. Since almost all
bacteria are very resistant to Cp hyperoxidation (Wood et al. 2003), the acquisition of chaperone
activity probably occurs mainly by heat shock. In this regard, there are few descriptions on the
chaperone activities of bacterial Prx isoforms (Buranajitpakorn et al. 2011; Kamariah et al.
2018). The chaperone function of E. coli AhpC was mostly investigated by in vitro studies. In
one case, no evidence of heat shock protection by AhpC in Xanthomonas campestris was
obtained, using null mutants (Buranajitpakorn et al. 2011). Indeed, in vivo data are scarce and
incomplete.

In fungi, the acquisition of chaperone function by heat shock and by Cp hyperoxidation is well
characterized in S. cerevisiae. In vitro and in vivo studies revealed that two cytosolic isoforms
of the AhpC-Prx1 class, Tsal and Tsa2, undergo transitions from peroxidase to chaperones as
a result of oxidative stress and thermal insults and null individual mutants or the double mutant
Atsal/Atsa2 present a significant reduction in cell viability compared with the wild-type strain
(Jang et al. 2004). A decrease in cell survival as a consequence of thermal insult has also been
reported in Cryptococcus neoformans Atsal (Missall et al. 2004).

In protozoans, the investigation is also incomplete. The AhpC-Prx1 enzymes from Schistosoma
mansoni and Leishmania infantum were described to switch from peroxidase to chaperone in
response to oxidative stress or heat shock (Saccoccia et al. 2012; Teixeira et al. 2015).
Furthermore, genetic inactivation of this L. infantum mitochondrial AhpC-Prx1 isoform
(dmtxnpx) rendered cells with a thermosensitive phenotype, with high levels of protein
aggregation at 37°C (Teixeira et al. 2015), which is compatible to the physiological temperature
of mammalian hosts during infection.

Besides inactivation of Prx by genetic approaches, the use of inhibitors is another way to
interrogate the roles of these proteins in distinct pathogens. However, only a few microbial
peroxiredoxin inhibitors were identified to date. For instance, showdomycin is a potent C-
glycosyl nucleoside antibiotic isolated from Streptomyces showdoensis that was detected as a
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ligand of catalytic cysteines of the Staphylococcus aureus AhpC (Bottcher and Sieber 2010).
In protozoans, conoidin A was initially described as an inhibitor of host cell invasion by the
pathogenic protozoan Toxoplasma gondii; later, it was demonstrated that this compound is able
to bind covalently to the cysteine residues of TgPrxIl, a peroxiredoxin belonging to the AhpC-
Prx1 subclass (Haraldsen et al. 2009). Conoidin A also prevents the growth of Plasmodium
falciparum and increases the sensitivity of the parasite to chloroquine, an antimalarial drug, in
host cells, Therefore, inactivating Prx isoforms may be a promising approach to potentiate the
death of pathogens that are resistant to multiple drugs. It is worth mentioning that both conoidin
A and showdomycin are bulky molecules with large hydrophobic backbones, which may mimic
large biological substrates, as OHPs.

Prx as virulence factors

Since Prx play important roles in pathogen survival, it is tempting to speculate that they may
represent virulence factors. In fact, enzymes belonging to five of the six Prx classes were
already related to pathogen virulence (Table 2). AhpC-Prx1 isoforms present virulence roles in
Helicobacter cinaedi and H. pylori, since these bacteria that had their ahpC genes deleted could
not to colonize the stomach. Furthermore, mice infected with AahpC strains were more
susceptible to killing by macrophages (Charoenlap et al. 2012; Olczak et al. 2003). Moreover,
infecting both wild-type and mice defective in interleukin-10 (IL-10) production with H.
cinaedi lacking the ahpC gene presents a reduced ability to colonize the intestine (Charoenlap
etal. 2012).

In Vibrio vulnificus, a pathogenic marine bacterium, AhpC is related to both the bacterial
capacity to grow during the infection of human intestinal cells and the ability to infect mice
(Baek et al. 2009). Infecting wild-type mice with a AdahpC strain of Listeria monocytogenes
diminishes the bacterial virulence. Furthermore, this AahpC strain was virulent when infecting
mice with iINOS deficiency, indicating that AhpC also protect bacteria against nitric oxide
derived oxidants, such as peroxynitrite (Dons et al. 2014).

AhpC-Prx1 members from the Mycobacterium genus have been widely studied and are related
with catalase and isoniazid (INH) a drug largely employed in the treatment of tuberculosis. M.
tuberculosis is able to grow inside host macrophages using diverse strategies to detoxify distinct
ROS and RNS. In addition, some strains of M. tuberculosis present INH resistance that is
related to catalase (KatG) mutations (Rintiswati et al. 2011). INH is a prodrug that requires
“activation” by KatG in order to inhibit enoyl-acyl carrier protein reductase from M.
tuberculosis by the formation of an isonicotinoyl-NAD adduct (Yu et al. 2003). Mutants of
KatG are defective in the activation of INH and also in the elimination of hydrogen peroxide.
Therefore, increased levels of AhpC compensate the loss in KatG activity and are a relevant
factor in the M. tuberculosis resistance to INH (Sherman et al. 1996).

Catalase (KatA) and AhpC also have compensatory roles in S. aureus, especially during aerobic
growth, although KatA and AhpC are not required for virulence or for survival in murine
models and inside human neutrophils (Cosgrove et al. 2007). AhpC deletion did not affect the
virulence of Porphyromonas gingivalis and S. typhimurium using a murine model (Johnson et
al. 2004; Taylor et al. 1998). Curiously, Streptococcus pyogenes AahpC was less virulent in
one of two murine models tested, suggesting a differential immune response according to the
host's genetic background or a relationship with the infection technique (Brenot et al. 2005).
In the fungus C. glabrata, deletion of tsa2 gene (AhpC-Prx1 class) has a profound impact on
virulence compared with the Atsal strain, while Tsal and Tsa2 are highly induced when
challenge to neutrophils and are important for both the survival and growth of this pathogen in
neutrophils (Gutierrez-Escobedo et al. 2020). Similarly, mice infected with C. neoformans
Atsal strains are able to survive for a longer period than animals infected with wild-type
pathogenic yeast. Additionally, the levels of the pathogen in the lung and in the brain were
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significantly lower in animals infected with the mutant strain (Missall et al. 2004). In contrast,
C. albicans Tsal is an important component against oxidative stress, but it has no impact on
virulence (Urban et al. 2005).

In T. cruzi, overexpression of two AhpC-Prx1 isoforms makes the pathogen more efficient
against the oxidative defenses of macrophages, indicating virulence roles of both enzymes
(Leitsch et al. 2018). In Plasmodium berghei, A prx1 strains are not able to survive in a murine
model (Usui et al. 2015). For Entamoeba histolytica, nonvirulent strains have low expression
levels of AhpC-Prx1 and overexpression of this enzyme renders higher resistance to oxidative
stress and partially restores pathogenicity to this strain, while gene deletion in virulent strains
lead to avirulence (Davis et al. 2006). Deletion of the mitochondrial isoform of L. infantum
decreases the long-term persistence of the pathogen in the liver and spleen of guinea pigs
compared with the wild-type strain (Angelucci et al. 2016; Castro et al. 2011). Conversely,
experiments using the L. infantum strain with a deletion of the glycosomal isoform Prx showed
that this enzyme is dispensable for virulence in mice (Castro et al. 2020).

The roles of BCP-PrxQ class members in virulence were also investigated in some bacterial
species. The H. pylori Abcp mutant has a significantly lower ability to colonize and survive the
mouse stomach than the wild-type, mainly after three weeks of infection (Wang et al. 2005). In
contrast, Helicobacter pullorum Aprxl and wild-type strains show no differences when
challenged with hydrogen peroxide and peroxynitrite or during macrophage infection (Parente
et al. 2017). Brucella melitensis expresses a BCP-PrxQ required for bacterial virulence in the
caprine host, which is probably related to its capacity to survive inside host macrophages
(Zygmunt et al. 2006). The BCP-PrxQ from the phytopathogen Cadidatus Liberibacter
asiaticus is able to repress the recognition of some pathogen-associated molecular patterns
(PAMPS) in tobacco. This BCP-PrxQ can also protect bacteria from lipid peroxidation,
preventing the formation of oxylipin (Jain et al. 2018), a class of oxygenated derivatives of
polyunsaturated fatty acids that contribute to plant defense.

Concerning the Tpx class, the H. pylori A¢px strain has a reduced capacity to colonize the mouse
stomach, revealing its importance during infection (Olczak et al. 2003). It is worth mentioning
that isoforms from three Prx different classes are related to the virulence of H. pylori. Deletion
of the tpx gene of Enterococcus faecalis affects survival during macrophage infection and
dependence on virulence in a mouse peritonitis model (La Carbona et al. 2007). In
Streptococcus pneumoniae, mice infected with the ApxD strain show significantly longer
survival. However, this difference is not observed during blood infection, which is probably
related to the high oxygen levels in the respiratory system (Hajaj et al. 2012). Deletion of the
tpx gene of Salmonella enterica makes the bacteria more sensitive to hydrogen peroxide than
the single mutants of the other Prx. During macrophage infection, the Atpx strain mutant is
more sensitive, while no difference was detected in the mice infection model (Horst et al. 2010).
M. tuberculosis mutants lacking tpx cannot grow in the organs of infected mice, fail to induce
an inflammatory response and show low resistance to macrophage infections. Additionally, Tpx
is able to protect M. tuberculosis against the RNS generated by macrophages, as demonstrated
by infecting iINOS knockout host cells (Hu and Coates 2009). This is an important finding since
M. tuberculosis AhpC-Prx1 isoforms are unable to exert virulence effects.

Studies on the virulence of members belonging to the Prx5 class are scarce. V. vulnificus strain
lacking the prx5 isoform causes a delay in the death of mice by intragastric infection (Lim et
al. 2014). Remarkably, a Prx5-Grx fusion of N. meningitidis has been related to virulence, as
verified using an ex vivo human whole blood model of meningococcal bacteremia (Aljannat et
al. 2020). As mentioned before, the Prx5-Grx enzymes has no counterparts in the host and may
represent an important target for drugs. In A. fumigatus, a Prx5 isoform has also been
characterized as a virulence factor (Hillmann et al. 2016).
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Only one bacterial Prx6 has been related to virulence until now. LsfA from P. aeruginosa is
able to specifically protect bacteria against the NOX oxidative burst derived from macrophages.
Additionally, using an acute pneumonia model, mice infected with the wild-type strain present
improved survival rates compared with those with a mutant lacking the Isfa gene (Kaihami et
al. 2014). The fungus A. fumigatus presents three Prx6 isoforms. Experiments using the
individual mutant strains for each isoform revealed that the absence of only one of the enzymes
(Prx1) causes lower mortality rates compared with the wild-type. Additionally, the organs of
animals infected with the Aprx1 strain have an elevated rate of pathogenic cell death and a high
production of immunological defense cells (Rocha et al. 2018). For Magnaporthe oryzae, the
lack of an enzyme of the Prx6 class impacts virulence in a rice seedling root model (Mir et al.
2015). Finally, until now, no studies have been performed to examine the AhpE class in
pathogenic microorganisms related to virulence.

Therefore, we described several cases in which Prx are involved or not the virulence and no
obvious general rule emerge from these studies. It is important to observe that microorganisms
contain a large repertoire of antioxidant enzymes to combat the insult by hydroperoxides. The
understanding of the cooperation among antioxidant enzymes to combat oxidative insults in
distinct stages of development and in different cell compartments is probably relevant to
comprehend the complex mechanisms underlying virulence.

Concluding remarks

The relevance of Prx from microorganisms was proposed since their discovery in S.
typhimurium and E. coli around thirty years ago. Over the years, with the increase in the
functional and structural characterization of Prx in the most diverse organisms, as well as the
identification of their reducing and oxidizing substrates, it has become clear that this group of
enzymes is unique and has important roles in the establishment and progression of infectious
diseases caused by microorganisms. Indeed, for a number of Prx among bacteria, fungi, and
protozoans, their virulence role is already well established. Although studies have focused on
the application of the knowledge acquired with Prx to combat pathogenic microorganisms, as
inhibitors and vaccines, are still scarce, the advancement of knowledge concerning these
proteins should stimulate this field of research, considering the global crisis faced by the
growing resistance of pathogenic microorganisms to antimicrobials.
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Figure Legends

Fig. 1 Formation of oxidants by enzymatic and chemical reactions. (a) Nitric oxide (NO*) and
the superoxide anion radical (O2*") are formed by reactions catalyzed by the inducible nitric
oxide synthase (iNOS) and NADPH oxidase (NOX) enzymes, respectively. The direct reaction
of NO* and O* generates peroxynitrite (OONQO") at extremely high rates. Superoxide is
converted to hydrogen peroxide (H202) by a reaction catalyzed by the enzyme superoxide
dismutase (Sod). Superoxide and hydrogen peroxide can form hydroxyl radicals (HO*®) through
the Fenton and Haber-Weiss chemical reactions, with the involvement of iron (Fe). (b) Organic
hydroperoxides, which includes lipid hydroperoxides, can also undergo in Fenton like reactions
to produce alkoxy radicals.

Fig. 2 Catalytic triad of Prx. Polar interactions among Arg, Thr/Ser and Cp (yellow lines)
stabilize the Sy in the deprotonated (thiolate) form. Polar interaction among Arg, Thr/Ser and
substrate (black lines) orientate the hydroperoxide towards the thiolate of Cp. The
crystallographic structure of yeast Prx (PDB = 3SBC) is represented as cartoon (light gray),
highlighted amino acids are represented as balls and sticks and colored as follows: carbon =
light gray, oxygen = red, nitrogen = blue, and sulfur = yellow.

Fig. 3 The common Trx-fold and structural variations among the six Prx classes. Prx from
different organisms as representatives of the six classes are derived from a common Trx-fold
(PDB = 2J23) (center of image). (a) AhpC-Prx1 - Yeast Tsal (PDB = 3SBC); (b) BCP-PrxQ -
Xylella fastidiosa BCP (PDB = 31XR); (c) Tpx — E. coli Tpx (PDB = 3HVV); (d) Prx5 - P.
falciparum AOP (PDB = 1XIY); (e) Prx6 — P. aeruginosa LsfA (PDB = 6POW); (f) AhpE — M.
tuberculosis AhpE (PDB = 4X0X). The structures are represented as cartoon, in which the a-
helixes that compose the Trx-fold are represented in red and the -sheets are colored in yellow.
Additional elements specific to each class are shown in blue. The structures are represented as
monomers to facilitate understanding.

Fig. 4 Representation of the two types of Prx dimers and the diversity on the quaternary
structures among peroxiredoxins. Structures are represented as cartoons, and each monomer is
represented by a different color. (a) A-type dimers present in the BCP-PrxQ, Tpx, Prx5 and
AhpE classes. The A-type is represented by yeast Ahpl (PDB = 40WY), and the monomers
are in light pink and green. (b) B-type dimers are found in the classes AhpC-Prx1 and Prx6
(light gray and dark blue) (PDB = 3SBC). Some dimeric Prx from the AhpC-Prx1 and Prx6
classes can assemble into toroidal structures formed by pentamers of dimers (decamers) (PDB
= 3SBC) (c). Additionally, under oxidative or heat stresses, some Prx can organize in high
molecular weight (HMW) species as spherical (d) or filamentous multimers (e). The HMW
complexes are illustrative and were constructed using the yeast Prx coordinates (PDB = 3SBC).
The monomers of the dimers are represented in dark blue and light gray to facilitate
understanding.

Fig. 5 Catalytic triads of peroxidase and PLA; activities of a representative Prx6 enzyme. The
active sites of the two functions performed by members of the Prx6 class are independent. The
LsfA structure (PDB = 6POW) is represented as cartoon and each monomer present a different
color (pale green and light pink). Corresponding residues for each catalytic triad are represented
as spheres and colored as follows: C = green or pink (peroxidase or phospholipase catalytic
triad, respectively), N = blue, O =red and S = orange.
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Fig. 6 Conservation of surface residues among Prx from the host and pathogens. Molecular
surfaces of Prx enzymes, depicting the common amino acids between hosts and pathogens
(white), the different ones (pink) and the active site catalytic Cp (orange). Conserved residues
were considered the same amino acid or amino acids presenting similar physicochemical
properties. (a) Molecular surface of human AhpC-Prx1 (Prx2; PDB: 1QMV) was used as
template and compared with homologue isoform from S. typhimurium (UniProt ID: POA251).
C-terminal a-helix that are absent in most prokaryotes is colored in light green. Position of
Thr/Ser in the active site is highlighted in red. (b) BCP-PrxQ from X. fastidiosa (PDB: 31XR)
compared with the plant Citrus sinensis (NCBI ID: XP_006474598.1). (c) The structure of Prx5
from H. influenzae (PDB: 1NM3) and human Prx5 (UniProt ID: P30044). The additional Grx
molecule present in some pathogenic bacteria is colored in purple. (d) Human Prx6 (PDB:
1PRX) compared with its bacterial counterpart from P. aeruginosa (UniProt ID:
AOAQH2ZEHS).
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Table 1

Table 1 List of different hydroperoxides that are decomposed by Prx of each class in bacteria, fungi and

protozoans.
Prx class | Group Hydroperoxide Enzyme/Organism Reference(s)
H,0,; t-BOOH; CHP;
Peroxynitrite; ethyl
hydroperoxide; linoleic acid
hydroperoxide; 5°-
hydroperoxymethyluracil
(thymine hydroperoxide); 5-
hydroperoxy-6-hydroxy-
Hygrlggg:gf;@ mgihg;l-G- Baker et aI_. 2001; Bryk et al.
AhpC- Bacteria hepten-2-one and 6- EcAhpC, HpAhpC, 2000; Hillas et al. 2000;
Prx1 hydroperoxy-6- methyl-4- MtAhpC, StAhpC Jacobson et al. 1989; Jaeger et
h : al. 2004; Parsonage et al. 2005
epten-2-one; 7a-
Hydroperoxy-3p-
hydroxycholest-6-ene; Trans-9-
hydroperoxyoctadec-10-enoic
acid and trans-10-hy-
droperoxyoctadec-8-enoic acid;
Trans-pinocarveyl
hydroperoxide (3)
Munhoz and Netto 2004;
AR Fungi AR ES00Ih SRl ScTsal, ScTsa2 Ogusucu et al. 2007; Tairum et
Prxl Peroxynitrite
al. 2016
CfTXNPX,
H20;. t-BOOH; CHP; GiPrxla, GiPrx1b, Akerman and Muller 2005;
AhpC- peroxynitrite; Iingleic acid LmTryP1, Flohe et al. 20.02; Konig et al.
Prxl Protozoa hydroperoxide; TbcTXNPX, 2013; Mastronicola et al. 2014;
phosphatidylcholine TccTXNPX, Nogoceke et al. 1997; Pineyro
hydroperoxide TcmTXNPX, etal. 2011; Trujillo et al. 2004
TgcTXNPx
H,0,. t-BOOH; CHP; .
BCP- Bacteria peroxynitrite; linoleic acid EcBCP, HpBCP, 2'38??;;3;1??’582296&:;@
PrxQ hydroperoxide; fatty acids MbPrxQB, XfPrxQ ' i '
- et al. 2005
hydroperoxides
. H>0,. t-BOOH; CHP; Baker and Poole 2003; Jaeger et
Tpx Bacteria peroxynitrite EcTpx, MtTpx al. 2004
Prx5 Bacteria H>0> VVPrx3 Ahn et al. 2018
Prx5 Fungi H20,; t-BOOH AfAsp f3 Hillmann et al. 2016
Prx5 Protozoa t-BOOH PfAOP Staudacher et al. 2015
Pr6 Fungi H,0,. t-BOOH; CHP; linoleic AfPrx1, AfPrxC, Longo et al. 2020; Rocha et al.
acid hydroperoxide PbPrx1 2018
H,0,. t-BOOH; CHP;
peroxynitrite; 15-HpETE
(arachidonic hydroperoxide); )
AhpE | Bacteria 3-CPBA (3- MtAhpE Hugo etal. 22000191' Reyes etal.
chloroperoxybenzoic acid);
HCO4 (peroxymonocarbonate);
linoleic acid hydroperoxide

Af = Aspergillus fumigatus; Cf = Crithidia fasciculata; Ec = Escherichia coli; Gi = Giardia intestinalis; Hp = Helicobacter pylori;
Lm = Leishmania major; Mb = Mycobacterium bovis; Mt = Mycobacterium tuberculosis; Pb = Paracoccidioides brasiliensis; Pf
= Plasmodium falciparum; Sc = Saccharomyces cerevisiae; St = Salmonella typhimurium; Th = Trypanosoma brucei; Tc =
Trypanosoma cruzi; Tg = Toxoplasma gondii; Vv = Vibrio vulnificus.



Table 2

Table 2 Prx enzymes and virulence.

Prxclass | Virulence | Protein(s) Organism Reference
factor
Yes AhpC Helicobacter cinaedi Charoenlap et al. 2012
Yes AhpC Helicobacter pylori Olczak et al. 2003
Yes Prx Listeria monocytogenes Dons et al. 2014
Yes AhpC Mycobacterium bovis Wilson et al. 1998
No AhpC Mycobacterium tuberculosis Heym et al. 1997
No AhpC Mycobacterium tuberculosis Springer et al. 2001
No AhpC Porphyromonas gingivalis Johnson et al. 2004
No AhpC Salmonella typhimurium Taylor et al. 1998
No AhpC Staphylococcus aureus Cosgrove et al. 2007
AhpC- Yes AhpC Streptococcus pyogenes Brenot et al. 2005
Prx1 No AhpC Streptococcus pyogenes Brenot et al. 2005
Yes AhpC1 Vibrio vulnificus Baek et al. 2009
No Tsal Candida albicans Urban et al. 2005
Yes Tsal/Tsa2 Candida glabrata Gutierrez-Escobedo et al. 2020
Yes Tsal Cryptococcus neoformans Missall et al. 2004
Yes Prx Entamoeba histolytica Davis et al. 2006
Yes mTXPx Leishmania infantum Castro et al. 2011
No GPrx Leishmania infantum Castro et al. 2020
Yes Prx Plasmodium berghei Usui et al. 2015
Yes TXNPx Trypanosoma cruzi Pineyro et al. 2008
BCP- Yes BCP Brucella melitensis Zygmunt et al. 2006
PrxQ No Prx1 Helicobacter pullorum Parente et al. 2017
Yes BCP Helicobacter pylori Wang et al. 2005
Yes Tpx Enterococcus faecalis La Carbona et al. 2007
Yes Tpx Helicobacter pylori Olczak et al. 2003
Tpx Yes Tpx Mycobacterium tuberculosis Hu and Coates 2009
No Tpx Salmonella enterica Horst et al. 2010
Yes TpxD Streptococcus pneumoniae Hajaj et al. 2012
Yes Prx5 Brucella abortus Hu et al. 2019
Pry5 Yes Prx5-Grx Neisseria meningitidis Aljannat et al. 2020
Yes Prx3 Vibrio vulnificus Limetal. 2014
Yes Aps 3 Aspergillus fumigatus Hillmann et al. 2016
Yes LsfA Pseudomonas aeruginosa Kaihami et al. 2014
Yes Prx1 Aspergillus fumigatus Rocha et al. 2018
Pr6 No PrxB Aspergillus fumigatus Rocha et al. 2018
No PrxC Aspergillus fumigatus Rocha et al. 2018
No Tsa3 Cryptococcus neoformans Missall et al. 2004
Yes MoPrx1 Magnaporthe oryzae Mir et al. 2015
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Apéndice E

Manuscrito em fase final de preparagdo para ser submetido ao periodico “Chemical

Research and Toxicology.”

Tairum, C. A.; Santos, M. C.; Breyer, C. A.; de Oliveira, A. L. P.; Cabrera, V. I. M,;
Toledo-Silva, G.; Mori, G. M.; Toyama, M. H.; Augusto, O.; Netto, L. E. S.; de Oliveira,
M.A. “Serine in the Catalytic Triad Makes Typical 2-Cys Prx More Resistant to

Hyperoxidation and Increase Chaperone Activity”
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ABSTRACT: Typical 2-Cys peroxiredoxins (AhpC/Prx1 subfamily) are a ubiquitous group of
peroxidases that use a reactive cysteine residue (named peroxidatic cysteine = Cp) to decompose
hydroperoxides, which is oxidized to sulfenic acid (C,-SOH). Subsequently, an intermolecular
disulfide bond is formed between Cp-SOH and a second cysteine (resolving Cys = Cr) from
adjacent subunit, then reduced by the thioredoxin (Trx). Along the catalytic cycle, the
oligomeric state of the 2-Cys Prx switches. In reduced state, a pentamer of homodimers is
stabilized, dissociating into dimers upon intermolecular disulfide bond formation. High
concentrations of hydroperoxides or heat shock induces the formation of high molecular weight
species that were associated with a molecular chaperone (holdase) activity. Cp takes part of a
catalytic triad, composed by two other polar residues (Thr/Ser and Arg). Although Cp and Arg
are strictly conserved, the Thr residue can be replaced by Ser in typical 2-Cys Prxs. We and
others have demonstrated that the presence of Ser in the catalytic triad stabilizes the decamer,
independently of the redox state. In this work, we studied two yeast 2-Cys Prxs that share 86%
of identity in their amino acid sequence, Tsal and Tsa2 presenting respectively a Thr or a Ser
in the active site. Here, we compared the hyperoxidation susceptibilities of Tsal and Tsa2 and
proteins containing reciprocal mutations of the catalytic triad Thr and Ser residues. Notably, 2-
Cys Prx containing Ser (named here Ser-Prx) were more resistant to hyperoxidation than
corresponding enzymes containing Thr (named here Thr-Prx). We also analyzed the occurrence
of Ser-Prx and Thr-Prx analyzing public databases. Thr-Prxs were more frequent found in all
of the three domains of life and Ser-Prx is more abundant in eubacteria. Therefore, we decided
to investigate bacterial 2-Cys Prx and we observed that as yeast 2-Cys Prx (Tsal and Tsa2),
bacterial Ser-Prx is more stable as decamer than Thr-Prx in the disulfide form. Contrastingly
with the eukaryotic isoforms the bacterial Ser-Prx present a discrete enhanced resistance to
hyperoxidation, but a clear resistance to thermal insults, which may be related with the
enhanced stability of the decamers, as determined by thermal shift approaches. Furthermore,
we observed that Ser-Prx were more efficient as molecular chaperone (holdase) than Thr-Prx
through assays involving citrate synthase thermal aggregation. Finally, organic hydroperoxide
(cumene hydroperoxide) inhibited more efficiently the peroxidase activities of both Ser-Prx and
Thr-Prx from bacteria and yeast than hydrogen peroxide. Therefore, the presence of Thr or Ser
in the catalytic triad are related with striking biochemical and structural differences in 2-Cys

Prxs, with additional importance in bacteria where Ser-containing enzymes are more prevalent.
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1. INTRODUCTION

Typical 2-Cys peroxiredoxins (2-Cys Prx) of the Prx1/AhpC sub-family are peroxidases
widely distributed in prokaryotes and eukaryotes that reduce hydroperoxides with extremely
high catalytic efficiency 4. These enzymes are very abundant, representing 0.1-1.0% of all
soluble proteins in the cells 58 and capable of decomposing distinct hydroperoxides % 1°,
Additionally, typical 2-Cys Prxs are mediators of redox signaling and can act as molecular
chaperones %5,

2-Cys Prx use a fully conserved N-terminal cysteine residue (peroxidatic cysteine - Cp),
which is responsible for the nucleophilic attack on the hydroperoxide and then becomes
oxidized into a sulfenic acid (Cp-SOH), which can condensate with a second Cys residue
(resolving cysteine, Cr-SH) forming an intermolecular disulfide (Cp-S-S-Cr) and releasing a
water molecule. In most cases, these disulfide bonds are reduced by thioredoxin (Trx) *6-1°, The
high reactivity of the Cp is related to the microenvironment in which it is found. Cp is in close
proximity to other two fully conserved residues (Thr/Ser and Arg), performing polar
interactions that increase the electrophilicity of H202 and facilitate the nucleophilic attack by
the thiolate on Cp 2°. Not only Cr is essential for the efficient reduction of hydroperoxides 2!
23 as the mutation of Thr/Ser and Arg also drastically decreases the peroxidase activity of 2-
Cys Prx 32325 Thus, these three residues (Cp, Thr/Ser and Arg) compose the so-called catalytic
triad 3 2226,

Under high H202 concentrations, Cp can undergo further oxidation generating
hyperoxidized species (Cp-SO2H or Cp-SOsH) rather than forming the disulfide bond, leading
to enzyme inactivation as Prxs cannot be recycled by Trx 27-28, However, for typical 2-Cys Prxs
the enzyme sulfiredoxin (Srx) can reduce Cp-SO2H to Cp-SOH in a process dependent on ATP
hydrolysis 2”2, Hyperoxidized 2-Cys Prx are frequently associated with a molecular chaperone
(holdase) function and also may impacting signaling pathways, like cell growth and circadian
rhythm 2232, In addition to Cp hyperoxidation, the heat shock stress is also able to confer
chaperone function to these enzymes 33-%,

A remarkable feature of 2-Cys Prxs is the presence of large structural rearrangements
that are triggered by Cp oxidation. Reduced 2-Cys Prx enzymes are stabilized as decamers
[(a2)s] and tend to be in the so called fully folded (FF) state, in which Cp is located in the first
turn of an a-helix and far away from Cr (10-16 A). Upon oxidation, partial unfolding of the a-

helix containing Cp-SOH is favored (the so-called locally unfolded = LU state), allowing its
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approximation to Cr with the consequent intermolecular disulfide bond formation (reviewed
by Hall et al., 2011). In the disulfide form, the 2-Cys Prx decamers tend to dissociate into dimers
3739 Moreover, when Cp is hyperoxidized or when subjected to heat shock, 2-Cys Prx can
switch from decamers to higher molecular weight (HMW) species 3% 33 35.40.41 Therefore, two
reversible structural switches (FF — LU and dimers-decamers) are inter-connected and the

stabilities of distinct conformers are influenced by thermal and redox factors.

REDUCTION (Trx, TrxR and NADPH)

! |

Reduced Prx (FF state) Oxidized Prx (LU state)
OXIDATION {f' -

G s 7
: L cp-sorij Los O "“\?hg g? :
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HEAT SHOCK
PHYSIOLOGICAL TEMPERATURE

MOLECULAR CHAPERONE

Figure 1. Structural and functional transitions of the typical 2-Cys Prx. In reduced state, fully folded (FF), typical
2-Cys Prx are decamers formed by five homodimers (a.2[5]). In the figure the upper homodimer of decamers is
represented in cartoon with different colors (yellow and green) the other in red for clearness. At low levels of
hydroperoxides the Cp (sulfenic acid - Cp-SOH) occurs the condensation with Crg resulting the oxidized disulfide
form (local unfolded or LU state). In typical 2-Cys Prx containing Thr, the disulfide formation result in decamer
dissociation. To Ser containing 2-Cys Prx, the decamers are stable even in the oxidized form. At high levels of
hydroperoxides the Cp-SOH, can react with another(s) hydroperoxide molecule(s) resulting in hyperoxidized
species (Cp-SO2H or Cp-SO3zH) and the functional switch from peroxidase to chaperone. This process can be
reversed by Srx, with ATP consumption. The functional transition from peroxidase to chaperone is also triggered
by thermal insults and peroxidase activity is restored by physiological temperatures. The 2-Cys Prx representations
were made using the crystallographic coordinates of Saccharomyces cerevisiae enzyme (PDB = 3SBC) using

PyMol (www.pymol.org).

Previously, we have shown the presence of Thr or Ser in the catalytic triad influences

the stabilities of distinct oligomeric states that 2-Cys Prx can assume 3. Yeast Tsal and Tsa2
4
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contain Thr or Ser in the active site, respectively. Both enzymes are decamers in the reduced
state, but Tsal is mainly a dimer when oxidized, while Tsa2 remains as decamer even after
oxidation 3. In addition, the mutation of catalytic Thr to Ser stabilizes Tsal in the decameric
form even when oxidized (Tairum et al., 2016). Later, others also observed that the substitution
of catalytic triad Thr to Ser stabilize typical 2-Cys Prxs from Salmonella typhimurium and from
Enterococcus faecalis as decamers 42 43,

Here, we described that the presence of Thr and Ser in the active site also affected the
sensibility of 2-Cys Prx to hyperoxidation. Previously, other structural features were described
to confer sensibility of Cp to hyperoxidation, namely a GGLG motif (close to the active site)
and a YF motif (found in a a-helix in the C-terminal portion) that are present almost uniquely
in eukaryotic enzymes °. Recently, two other features were involved in susceptibility to
hyperoxidation: motif A (D-Xs-N/G-X10-H-X27-S/G) and the motif B (T-X3-S/T) %4. We show
here that distinct 2-Cys Prxs with Ser in the catalytic triad (named here Ser-Prx) are more
resistant to hyperoxidation than those containing Thr (named here Thr-Prx). Moreover, analysis
of all the sequences of typical 2-Cys Prx present in the NCBI GenBank revealed that occurrence
of Ser-Prx is rare in multicellular eukaryotes and more frequent in eubacteria. Therefore, we
analyzed bacterial 2-Cys Prx and observed that Ser-Prx display higher stability as a decamer
and are slightly more resistant to hyperoxidation. Furthermore, we found that cumene
hydroperoxide (CHP) was more efficient than H20: to inactivate both Ser-Prx and Thr-Prx.
Finally, we showed that Ser-Prx are more thermo stable, retaining the peroxidase activity at

high temperatures and acquiring molecular chaperone activity more readily than Thr-Prx.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Amplification, Cloning and Sequencing. Yeast wild type proteins (Tsal, Tsa2, Trx1 and
TrxR1) were obtained as previously described 4. Bacterial AhpCs and the corresponding thiol
reductive systems were PCR amplified from the genomic DNA of the following species/strains:
Escherichia coli/ATCC25922, and Pseudomonas aeruginosa/ATCC 29853. The ahpc gene
from Staphylococcus epidermidis/ATCC12228 was synthesized by GenScript, based on the
sequence SE_2357 from KEGG database, with optimized codons for expression in E. coli and
flanked with Nde | and Bam HI restriction sites. Amplified DNA fragments and synthetic gene
were digested with Nde | and Bam HI and cloned into pET15b vector previously digested with

the same enzymes. The resulting recombinant vectors were sequenced in an ABI 3730 DNA
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Analyzer (Applied Biosystems) using the Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems) and then were used to transform E. coli BL21 (DE3) strain (Sigma-
Aldrich).

2.2. Site Directed Mutagenesis. The mutagenesis protocols were performed using Quick
Change Il Kit (Stratagene), following manufacturer’s instructions. The products were used to
transform E. coli XL1-Blue strain (Agilent Technologies) and single colonies were grown on
Luria Bertani (LB) medium for 16 hours. Then, plasmids were extracted, purified and
sequenced. Plasmids containing the expected single substitutions were used to transform E. coli
BL21 (DES3) expression strain (Sigma-Aldrich). The BL21 (DE3) strain containing the plasmid
PET15b/tsal®4s was previously obtained (Tairum et al., 2016). All strains used in this work are

summarized in table 1.

Table 1. List of strains used in this work.

Species Strain/plasmid Source
E. coli ATCC25922 ATCC*
E. coli BL21 DE3/pET15b-ahpc (Ec) This work
E. coli BL21 DE3/pET15b-ahpc (Pa) This work
E. coli BL21 DE3/pET15b-ahpc (Se) This work
E. coli BL21 DE3/pET15b-trx (EC) This work
E. coli BL21 DE3/pET15b-trxr (Ec) This work
E. coli BL21 DE3/pET15b-tsal (Sc) Tairum et al. 2012
E. coli BL21 DE3/pET15b-tsa2 (Sc) Tairum et al. 2016
E. coli BL21 DE3/pET15b-tsalt44s (Sc) Tairum et al. 2016
E. coli BL21 DE3/pET15b-tsa2s44t (Sc) This work
E. coli BL21 DE3/pET15b-trx1 (Sc) Oliveira et al. 2010
E. coli BL21 DE3/pET15b-trxrl (Sc) Oliveira et al. 2010
E. coli XL1-Blue Agilent
P. aeruginosa ATCC 29853 ATCC*
P. aeruginosa ATCC 29853 ATCC*

*American Type Culture Collection; Genes: Ec = E. coli, Pa= P. aeruginosa and Sc = S. cerevisiae.

2.3 Oligonucleotides. The list of oligonucleotides used to cloning process or site directed

mutagenesis is shown in Table 2.
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Table 2. List of amino acids used to cloning or site directed mutagenesis.
Oligonucleotide Sequence

Ec_Trx_F 5 CGC GAT CCA TAT GAT GAG CGA TAA AAT TAT TCACCTGACT 3
Ec_Trx_R 5 CGC AAGCTT GGATCC TTACGC CAG GTT AGC GTC GAG GAA 3
Ec_TrxR_F 5 CGC GAT CCA TAT GAT GGG CAC GAC CAAACACAGTAAACTGY
5
5

Ec_TrxR_R " CGC AAG CTT GGA TCC TTATTT TGC GTC AGC TAA ACC ATC 3’
Pa_AhpC_F “ CGC GAT CCA TAT GAT GTC CCT GAT CAA CAC TCA AGT CCA A 3’
Pa_AhpC_R 5 CGC AAG CTT GGA TCC TTA GAT CTT GCC GAC CAG GTC CAG G 3°
Pa_AhpC_T43S_F 5’ GCT GCC TTC TCC TTC AAC TGC 3’

Pa_AhpC_T43S_R 5 GCA GTT GAA GGA GAA GGC AGC 3’

Se_AhpC_S46T_F 5 GCG GAC TTC ACC TTT GTT TGC 3’

Se_AhpC_S46T R 5’ GCA AAC AAA GGT GAA GTC CGC 3’

Tsa2S44T_F 5 ATT GGC TTTTAC TTT TGT CTGTC 3°

Tsa2S44T_R 5 GAC AGA CAA AAG TAA AAG CCA AT 3’

* Underlined bases indicate Nde | and Bam HI cloning adapters

2.4. Expression and Purification of Recombinant Proteins. Single colonies of E. coli BL21
(DE3) strain containing the expression plasmids were inoculated in LB medium (20 ml)
containing 0.1 mg ampicillin/ml overnight at 37°C/250 rpm, transferred to 1 liter of fresh LB
medium, and cultured further until ODsoo reached 0.6—0.8. Then the expressions of all proteins
were induced by the addition of 0.3 mM IPTG at 37°C/3 hours/250 rpm in orbital shaker. Tsa2
and Tsa25*T were expressed using similar protocols, however E. coli Tuner (DE3) was used
instead.

Cells were harvested by centrifugation and cell pellets were resuspended in start buffer
(50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4, 50 mM NaCl, 20 mM imidazole and 2 mM PMSF)
and disrupted by sonication. The cell extracts were kept in ice during streptomycin sulfate 1%
treatment for 20 min. The supernatants clarified by centrifugation were homogenized by
filtration and purified by IMAC using HisTrap column (GE Healthcare). Imidazole was
removed by gel filtration using PD10 Desalting column (GE Healthcare) and the purity of
recombinant proteins was verified by SDS-PAGE. The yeast Trx1 was purified by boiling

method as described previously “6.

2.5 NADPH Oxidation Assay. The NADPH to NADP* oxidation was monitored at Assonm in
100 pl reaction mixtures containing 50 mM Hepes pH 7.4, 100 uM DTPA, 1 mM sodium azide,

1 uM Tsal/Tsa2, 2 uM Trx1, 0.3 uM TrxR1 and 150 uM NADPH. In some cases, yeast 2-Cys
7
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Prx were replaced by bacterial enzymes at the concentrations described in the legend of the
figures. The reactions were initiated by H202 or CHP addition and the reaction mixtures were
incubated at 30°C. Non-linear regression analysis were performed using the Michaelis-Menten

equation and the GraphPad Prism 4 software (GraphPad Software, Inc., San Diego).

2.6. Western Blot Analysis to Evaluate the Cp Hyperoxidation of Tsal and Tsa2. To
confirm if 2-Cys Prx were inactivated by Cp hyperoxidation, we collected samples after
NADPH enzymatic assays. Proteins were pre-alkylated with NEM (50 mM) to avoid the
formation of artifactual disulfides before non-reducing SDS-PAGE. Samples were then
transferred to a nitrocellulose membrane (Bio-Rad, Hercules, Calif., USA) and were incubated
with an anti-Prx-SOs (dilution 1:2500, AbFrontier Co #LF-PA0004) diluted 1000 times in
TBST containing 3% skimmed milk and incubated on a rocking platform for 16 hours at 4°C.
A HRP-conjugated secondary antibody (GE Healthcare—L.ittle Chalfont United Kingdom) was
employed and samples were detected by chemiluminescence detection (ECL Prime Western
Blot, GE Healthcare—Little Chalfont United Kingdom). Images were obtained by ChemiDoc
equipment (Bio-Rad—Hercules, California, EUA).

2.7. Differential Scanning Fluorimetry. The thermal or/and oxidative unfolding of PaAhpC,
SeAhpC and mutants were analyzed by using differential scanning fluorimetry (DSF) .
Briefly, proteins (final concentration 3 uM in 10 mM HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl) were
mixed with 5.25 pul of SYPRO Orange dye diluted 200 times in DMSO. Reactions mixtures
were equilibrated at 25°C for 30 seconds and then monitored from 25 - 95°C with increments
of 1°C/min for 240 min using a Mx 3005P Real-Time System (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA) with excitation and emission filters set to 465 and 590 nm, respectively. The melting
temperature (Tm) of AhpCs with the MxPro software and curves fit in Microsoft Excel using
the Boltzmann equation to determine the midpoint of thermal denaturation (Tm). All

measurements were carried out in triplicate and presented as mean * SD.

2.8. Size Exclusion Chromatography (SEC) of the Yeast and Bacteria Typical 2-Cys Prx.
To obtain reduced samples, 30 uM of bacterial 2-Cys Prxs were treated with TCEP 5 mM
for60min and the TCEP excess was removed using the PD 10 column (reduced samples). To

oxidize samples, reduced 2-Cys Prx (30 uM) were treated with H202 (36 uM) for 30 minutes,
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at room temperature. SEC was performed in an analytical Jasco - HPLC system composed by
a PU 2880 Plus injector and a PDA MD 2018 detector. Samples (10 puM in 100 mM Tris-HCI
at pH 7.4) were separated by a a Phenomenex BioSep-SEC-S2000 column (7.8 x 300 mm, 5
um, resolution range of 15 to 2000 kDa (Phenomenex, Inc., Torrance, California, USA), using
a flow of 1 ml/min in 100 mM Tris-HCI buffer (pH 7.4 monitored by tryptophan fluorescence
(excitation, 280 nm; emission, 340 nm). Bovine thyroglobulin (670 kDa), bovine gamma
globulin (158 kDa), ovalbumin (44 kDa), myoglobin (17 kDa) and vitamin B12 (1.35 kDa) were

used as molecular standards (Bio-Rad Laboratories, Rich- mond, USA).

2.9. Chaperone Activity Assay. Chaperone activity of PaAhpC and SeAhpC was analyzed by
measuring its ability to inhibit thermally induced aggregation of citrate synthase (CS) as
described by Kamariah and colleagues (2018). Briefly, CS (2 uM) was mixed with AhpC at
molar ratio 20:1 in Hepes-KOH 40 mM pH 7.5. We also evaluated the differences in chaperone
ability of PaAhpC and SeAhpC samples that were previously heated (48°C for 1 hour). As
negative control, samples without the AhpC were used. CS aggregation was monitored by light
scattering at 360 nm using a Synergy H1 microplate reader (BioTek, Winooski, USA). The
assay was executed at 43°C, with continuously shaking (fast double orbital), with reads at each

15 seconds for 90 minutes.

2.10. In Silico Screening of the Typical 2-Cys Prx Containing Thr or Ser in Catalytic Triad
and Phylogenetic Analyses.The sequences of the S. cerevisiae Tsal (UniProtKB: P34760),
Tsa2 (Q04120), Salmonella typhimurium AhpC (POA251) and Staphylococcus aureus AhpC
(POAOBY) as eukaryotic and prokaryotic prototypes of typical 2-Cys Prx containing Thr or Ser
in the catalytic triad. These amino acid sequences were used as query against TREMBL
database using blastp *® with a cutoff e-value of 10-3. Then, to minimize misidentification issues,
with hmmscan (v.3.1b2) #°, we identified Pfam domains out of the putative unique orthologs
and retained only those presenting the domains found in Tsal and Tsa2, AhpC-Prx1 (Pfam:
PF00578), Redoxin (PF08534) and 1-Cys Prx_C (PF10417). Sequences presenting other
domains, except for SCO1-SenC (PF026300), which we observed in the S. aureus AhpC, were
excluded. Additionally, because Prx superfamily presents a conserved active-site cysteine P-X-
X-X-(T/S)-X-V-C-P-T-E motif %, known as Cr-loop %°, we removed sequences lacking this
motif. After these filtering steps, we retrieved taxonomic information of the accessions we
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obtained from the NCBI taxonomy database (Database resources of the National Center for

Biotechnology Information, 2016).

2.11. Analysis of Crystallographic Structures. The Prx quaternary structures were accessed

from the protein structure database (http://www.rcsb.org). The molecular 3D representations

were generated using PyMOL (http://www.pymol.org).
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3. RESULTS
3.1 Presence of a Ser in the Catalytic Triad Increased Resistance of Yeast 2-Cys Prx to
Hyperoxidation. Previously, we observed that the presence of a Ser residue in the catalytic
triad stabilized yeast 2-Cys Prxs in the decameric state even in the disulfide form 3. Here, we
investigated if the presence of a Ser or Thr in the catalytic triad might also affect the
hyperoxidation susceptibilities of these enzymes.

The decrease of NADPH consumption at increasing hydroperoxides concentrations
(H202 in Figure 2 and CHP in Figure 2) revealed 2-Cys Prx inhibition probably due to Cp
hyperoxidation. Tsal (a Thr-Prx) was more susceptible to inactivation (Figure 2A) when
compared to Tsa2 (a Ser-Prx) (Figure 2C). At concentrations higher than 500 uM, H20:
significantly inhibited the peroxidase activity of the Tsal (Figure 2A). On the other hand, even
at very high doses of H202 (10 mM), no decrease of the Tsa2 activity was observed (Figure
2C). Then, NADPH assays with mutant proteins (Tsal™4 and Tsa25%T) were performed.
Tsal™4S (Figure 2B) was more resistant to H202 inactivation than wild type Tsal (Figure 2A).
In contrast, Tsa25*T (Figure 2D) was more susceptible to inactivation than wild type Tsa2
(Figure 2C). Therefore, these results indicated that Thr-Prx are more susceptible to

hyperoxidation than Ser-Prx

A)ieo B) 160
1404 1404
120 _ 1204
%l(m ‘glnn-
= 801 g 80+
a 604 -« 604
= 40 = 40
- () -4
201 Tsal +H,0, 21 TsalT™45 + H,0,
0 T T T T T T 0 T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
C) 160 Time (s) Time (s)
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110 D)
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= 120+ 1201
= 1004 Z 1001
I 80+ - _
2 8 = 80
= 60 ?r_ 60
“ 40 = 4
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204 20 S44T
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0 T T T T T T 0 T T T T T T
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0 pM (), 500 pM (8), 1 mM (), 5 mM (w), 10 mM (a)
Figure 2. Tsal, Tsa2 and mutants inhibition by H,O,. S. cerevisiae Tsal (A), Tsal™* (B), Tsa2 (C) or Tsa254T
(D) were exposed to increasing amounts of H,O,. The assays were performed with 1 uM 2-Cys Prx, 2 uM Trxl1,
0.3 pM TrxR1 and increased amounts of H,O0; (0 uyM =0, 500 utM =e, I mM =¢, 5 mM =m and 10 mM = A)
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in buffer containing 50 mM Hepes pH 7.4, 100 uyM DTPA, 1 mM sodium azide and 150 uM NADPH. The decrease
in NADPH absorbance was followed at 340 nm. All the experiments were performed in triplicate and repeated at

least three times with similar results.

We then verified the susceptibilities of these yeast 2-Cys Prxs to hyperoxidation by an
organic hydroperoxide (CHP). The peroxidase activities of Thr-Prxs were almost abolished in
all concentrations tested for Tsal (Figure 3A) and Tsa25*T (Figure 3D). In contrast, Ser-Prxs
were considerably more resistant to inactivation (Figure 3 B, C). Indeed, the comparison of the
initial rates (Vo) at the different H202 and CHP concentrations are in agreement with profile
observed in the graphics with a decrease in decomposition rates to all enzymes as the

hydroperoxide concentration increases (Table S1).
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Figure 3. Inactivation of yeast Tsal, Tsa2 and mutants by CHP. Similar to figure 1, S. cerevisiae Tsal (A), Tsa2
(B), Tsal™4S (C) or Tsa25T (D) were treated with growing amounts of CHP and the absorbance of NADPH was
monitored at 340 nm. The experiment was executed with 1 uM 2-Cys Prx, 2 pM Trx1, 0.3 pM TrxR1 and increased
amounts of CHP (0 uM = e black, 500 pM = m blue, 1 mM = x orange, 5 mM = ¥ green and 10 mM = ¢ red) in
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buffer containing 50 mM Hepes pH 7.4, 100 uM DTPA, 1 mM sodium azide and 150 uM NADPH. All the
experiments were performed in triplicate and repeated at least three times with similar results.

Aiming to confirm if the inactivation of 2-Cys Prx occurred due to Cp hyperoxidation,
we collected samples after these kinetic experiments and performed western blot assays using
anti- SOz antibody (Supplementary Material, Figure S1). Hyperoxidized 2-Cys Prx can migrate
as a dimer (~ 46 kDa) in non-reducing SDS-PAGE, when one of the active sites is in the
disulfide form and the other with the Cp hyperoxidized (Cp-SO3H), or as monomer, when all
Cps are hyperoxidized. We detected bands in all samples (Supplementary Material, Figure S1),
confirming that inhibition in NADPH assay occurred by Ce hyperoxidation (Figures 2 and 3).

Two main findings may be highlighted from these results. As already observed 5, Tsal
is strikingly more sensitive to hyperoxidation by the organic hydroperoxide CHP than to H202
(Figure 2A and 3A). We now observed that the same characteristic for Tsa2 (Figures 1C and
2C). Additionally, we verified that Ser-Prx (Tsa2 and Tsal™4S) are more resistant to
hyperoxidation than Thr-Prx (Tsal and Tsa25*T), indicating that the presence of Ser in the
catalytic triad is an important factor contributing to the resistance of Cp hyperoxidation (Figures
2 and 3). Accordingly, Atsa2 yeast strains are more sensitive to organic hydroperoxides than

Atsal (Munhoz and Netto, 2004).

3.2 Typical 2-Cys Ser-Prx are Distributed in a More Restrict Number of Organisms than
Thr-Prx. To investigate the distribution of the typical 2-Cys Ser-Prx and Thr-Prx among
phylogenetic groups, we analyzed 45939 unique protein sequences, out of which 15034
accessions presented AhpC-TSA, Redoxin and 1-CysPrx_C domains denominations according
to Pfam and no other domain fused, except for SCO1-SenC. Out of the sequences with
taxonomic annotation at domain level, Thr-Prx represent the majority (14092 sequences,
approximately 93.5%), whereas the remaining (941 sequences, approximately 6.3%) are Ser-
Prx (Table 3). When the three domains of life were compared, the proportions of Thr-Prx to
Ser-Prx are slightly different. Ser-Prx sequences are proportionally more representative in
bacteria (7.4%) compared to eukaryotes (2.7%) and archaea (1.4%) (Figure 4). We also found
45 Thr-Prx records deposited in the NCBI database obtained by metagenome approaches and

three of them were uncategorized.
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Figure 4. Distribution of the typical 2-Cys Prx containing Thr or Ser as part of the catalytic triad. The analysis of
15.034 unique sequences of typical 2-Cys from the NCBI revealed 14092 Thr-Prx (93.7%) and 941 Ser-Prx (6.3%)
sequences. Considering each domain, Ser-Prx are more abundant at bacteria (7.4%), followed by eukaryotes
(2.7%) and archaea (1.4%).

The number of hits observed in Archaea was very low and the number of typical 2-Cys
Thr-Prx (71) is vastly superior to that of Ser-Prx (1). Considering eukaryotes organisms, Thr-
Prx are also more widely distributed (2949 representatives present in 12 Superphyla groups)
than Ser-Prx (90 sequences found in only four groups) (Table 3). Regarding chordates, the only
species presenting Ser-Prx was the killifish Fundulus heteroclitus (Linnaeus, 1766), whereas a
wide range of tetrapodes presented only Thr-Prx (See Supplementary Material, Spreadsheet 1).

Concerning bacteria, we found 16 bacterial Superphyla groups containing typical 2-Cys
Thr-Prx, with the prevalence of the Proteobacteria followed by Sphingobacteria (FCB group)
and Thermodesulfobacteria groups. Conversely, Ser-Prx occurs with striking predominance in
the Terrabacteria group (Table 3). Curiously, Thr-Prx are distributed similarly in Gram - and
Gram +, whereas Ser-Prx are found mostly from Gram - (Actinobacteria and Firmicutes).
Additionally, as S. cerevisiae, some bacteria (e.g. Bacillus subtillis and Pseudomonas

aeruginosa) possess both Thr-Prx and Ser-Prx isoforms.
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Table 3. Distribution of typical 2-Cys Thr-Prx or Ser-Prx.

Thr Ser
Bacteria Eukaryota Bacteria Eukaryota
Acidobacteria 15  Alveolata 107 | FCB group* 14 Amoebozoa 1
Aquificae 16  Amoebozoa 83 | Proteobacteria 15 Euglenozoa 12
Calditrichaeota 2 Apusozoa 2 PVC group® 12 Opisthokonta 75
Chrysiogenetes 1 Cryptophyta 1 Spirochaetes 2 Rhodophyta 2
Deferribacteres 5 Euglenozoa 105 | Synergistetes 1
Elusimicrobia 18  Heterolobosea 1 | Terrabacteria 803
group
Environmental samples 3 Opisthokonta 2079 | Unclassified 4
FCB group* 1455 Parabasalia 13
(parabasalids)
Fusobacteria 78  Rhizaria 4
Nitrospinae/Tectomicrobia 11  Rhodophyta 116
group
Nitrospirae 15  Stramenopiles 136
Proteobacteria 4890 Viridiplantae 302
PVC group 220
Spirochaetes 149
Synergistetes 10
Terrabacteria group 3564
Thermodesulfobacteria 2
Unclassified 245

*Superphylum that comprises Fibrobacteres, Chlorobi, and Bacteroidetes phyla, SSuperphylum that
comprises Planctomycetes, Verrucomicrobia, and Chlamydiae phyla.

3.3 Analysis of the Quaternary Structure of Bacterial Thr-Prx and Ser-Prx. We carried
out SEC analysis of bacterial 2-Cys Prxs. While PaAhpCWT is a decamer in the reduced form
and a dimer when oxidized (Figure 5A), PaAhpCT#S is a decamer when oxidized or reduced
(Figure 5B). Similarly, yeast Tsal and Salmonella typhimurium AhpC (both Thr-Prx) are
decamers when reduced and dimers when oxidized in disulfides, while the substitution of Thr
to Ser confers higher stability to the decamer even when the 2-Cys Prxs are oxidized 2 38 43,

In the same line, SeAhpCWT was presented mostly as decamer independently of the
redox state, similarly to others Ser-Prx 342, although the reduced form showed a small amount
of dimers (Figure 5C). Additionally, most of SeAhpCS*6T was presented as decamer and only a
small fraction of the enzyme was detected as dimers, independently of the redox state (Figure
5D). It has been shown by SEC and TEM that the AhpC from Enterococcus faecalis, a naturally
Ser-Prx, is able to form a decamer independent of the redox state 42, similarly to yeast Tsa2 3.

Thus, our results indicated that the Thr/Ser of the catalytic triad is a relevant factor related to
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the redox sensitive structural switch, but additional aspects also interfere with the quaternary

assembly of typical 2-Cys Prx.
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Figure 5. Size exclusion chromatography (SEC) of PaAhpC and SeAhpC and Thr/Ser mutants. PaAhpC (A),
PaAhpC™4 (B), SeAhpC (C) and SeAhpCS*T (D), at final concentration of 30 uM, were treated with TCEP 5
mM (red lines) or H202 36 uM (blue lines) for 30 minutes, at room temperature, before being submitted to SEC.
The elution profile was monitored at a wavelength of 280 nm, at flow rate of 1 ml/min. Bovine thyroglobulin (670
kDa), bovine gamma globulin (158 kDa), ovalbumin (44 kDa) and myoglobin (17 kDa) were used as molecular

standards. The experiments were performed at least three times.

3.4 Typical 2-Cys Prx from Bacteria (AhpC) Containing Ser Present a Slight Increased
Resistance to Inactivation by CHP. Considering the higher abundance of Ser-Prx in
prokaryotes, we investigated if the presence of Thr or Ser in the catalytic triad could also affect
the susceptibility of bacterial 2-Cys Prx to hyperoxidation. We analyzed recombinant AhpCs
from Pseudomonas aeruginosa (PaAhpC - a Thr-Prx) and AhpC from Staphylococcus
epidermidis (SeAhpC - a Ser-Prx), as they belong to the most abundant groups from Thr-Prx

(Proteobacteria) and Ser-Prx (Terrabacteria).
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388
389 Figure 6. NADPH oxidation assay for evaluation of AhpC hyperoxidation of P. aeruginosa and S. epidermidis

390  using the heterologous E. coli Trx system. Reactions were executed containing PaAhpC (A and E), PaAhpCT43S
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(B and F), SeAhpC (C and G) or SeAhpCS*T (D and H) (3 uM), EcTrx (6 uM), EcTrxR (0.9 uM), NADPH (150
UM), Hepes 50 mM pH 7.4, sodium azide 1 mM and DTPA 100uM. The experiments were started adding growing
concentrations (0 uM, 250 uM, 500 puM, 1 mM, 5 mM and 10 mM) of H,O, (A, B, C and D) or CHP (E, F, G
and H) and the reactions were incubated for 5 min/37°C. The oxidation of NADPH was monitored

spectrophotometrically at 340 nm.

In the experimental conditions tested, H202 did not inhibit the NADPH consumption in
the reaction mixtures containing wild-type PaAhpC (Figure 6A) or SeAhpC (Figure 6C) even
at the highest doses (10 mM). However, all the NADPH in the reaction with SeAhpC was
consumed close to 250 seconds (Figure 6C), while the reaction containing PaAhpC depleted
the NADPH only after 300 seconds, indicating that SeAhpC is slightly more efficient than
PaAhpc.

As observed to S. cerevisiae Tsal and Tsa2, when CHP was the substrate, the inhibition
was more evident. PAAhpC inhibition was proportional to the CHP concentration (Figure 6E),
whereas the mutant PaAhpCT™3S (Figure 6F) was more robust than the wild type enzyme. The
reaction containing SeAhpC was only slighted inhibited by CHP, being more significative with
10 mM CHP (Figure 6G), but the mutant SeAhpCS*T was more susceptible to inactivation
(Figure 6H). To confirm that the inhibition of peroxidase activity is a consequence of the Cp
hyperoxidation, western blot analysis was performed using anti- SOs antibody (Supplementary
Material, Figure S2).

It did not escape to our attention that the Thr 2 Ser substitutions also altered the rates
of peroxide decomposition, since the initial rates differed among the enzymes (Table S2).
Comparison of the initial rates of the reactions to the lowest (250 uM) and higher (10 mM)
concentrations of hydroperoxide used in the experiments shows that Ser-Prx presented higher
initial rates (Vo) as general trend (Table S2). These results agree with those obtained in
Leishmania donovani Tryparredoxin peroxidase, as substitution of Thr by Ser increased
approximately 50% efficiency in the decomposition of organic peroxide %2, however no study
to date have investigate proteins containing naturally the Thr to Ser substitution in eukaryotes

and bacteria.

3.5 AhpCs Containing Ser Present Increased Thermal Stability — We also evaluated the
stability of enzymes containing Thr or Ser enzymes by thermal shift assay. The differential

scanning fluorimetry (DSF) curve for wild type PaAhpC presented a lag phase and the
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determined Tm was 58.49 + 1.35°C (Figure 7A). The DSF curve for PaAhpCT#4S displayed a
sudden increase in the fluorescence and the Tm was determined to be 66.10 + 2.32°C. Therefore,
replacement of the catalytic triad Thr by Ser resulted in an increase about 8 °C in the melting
temperature (Figure 7A). For SeAhpC and SeAhpCS*T, the shapes of the thermal sigmoidal
profiles were very similar, although the Ser to Thr substitution resulted in a decrease of ~ 9° C
of the Tm (61.25 £ 0.50 and 52.70 + 0.62 °C, respectively) (Figure 6B). Therefore, the presence
of Ser in the catalytic triad increased the thermal stabilities of the AhpCs. Curiously, the
substitution of the Thr by Ser in PaAhpCT™435 made the engineered enzyme even more stable

than SeAhpC, for which Ser naturally occurs.
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Figure 7. AhpC thermal unfolding monitored by differential scanning fluorimetry. Differential scanning
fluorimetry of PaAhpC (A, blue line), PaAhpCT™3 (A, red line), SeAhpC (B, blue line) and SeAhpCS*T (B, red
line). (C) Comparative thermal stabilities of PaAhpC and SeAhpC containing Thr or Ser in the catalytic triad.
Proteins were previously reduced with DTT (20 mM), desalted (PD10, GE Heathcare) and incubated with SYPRO
Orange dye. The fluorescence scanning was carried out using a temperature gradient from 25 °C to 95°C. The
melting temperature T, was determined by the Boltzmann equation to determine the midpoint of thermal
denaturation.

Since the thermal stability increased in Ser-Prx, we tested if the proteins retained their
peroxidase activities after the thermal pre-treatments. The Thr-Prx (PaAhpC and SeAhpCS46T)
that were heated to 55°C were partially inactivated (Figure 8A and 8D). However, the effect of
temperature was much more noticeable for SeAhpCS*T, where the pre-treatment at 55°C
abolished the peroxidase activity of the enzyme (Figure 8D). This result agreed with the
determined Tm values, as the enzyme SeAhpC>%T displayed the lowest Tm value. On the other
hand, the Ser-Prx (PaAhpCT™3S and SeAhpC) retained the activity in all temperatures tested
(Figure 8B and 8C).
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Figure 8. NADPH oxidation assay to assess the effects of thermal inactivation of AhpC enzymes. Aliquots of the
PaAhpC (A), PaAhpC™S (B), SeAhpC (C) and SeAhpCS*T (D) were incubated at different temperatures (37°C
= e, 42°C = m, 50°C = A and 55°C = ) for 1 hour. Then the enzymes were added to the reactions containing
EcTrx (6 uM), EcTrxR (0.9 uM), NADPH (150 pM), HEPES (50 mM, pH 7.0), DTPA (100 pM) and sodium
azide (LmM). The reactions were initiated by the addition of 500 uM H,0, and absorbance at 340 nm was
monitored at 37°C, for 5 minutes. As negative control ('¥), reactions were performed without the addition of the
AhpC.

3.6. AhpC Containing Ser Present Enhanced Chaperone Activity. We also investigated the
abilities of these AhpCs to protect citrate synthase (CS) against thermal insult. CS slowly
aggregated when kept at 48°C as indicated by increased light scattering as a function of time
(Figure 9A and 9B, black lines). In the presence of PaAhpC, the CS aggregation decreased
significantly (Figure 9A, blue line). We also tested if the pre-treatment of PaAhpC at 48°C by
1 hour was able to exert additional protection to CS, but no difference was observed in
comparison to the untreated enzyme (Figure 9A, red line). In the case of SeAhpC, the sample

without thermal pre-treatment presented a more pronounced protection activity (Figure 9B, blue
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line) than PaAhpC. Notably, pre-heated SeAhpC (48°C/1h) protected CS with very high
efficiency, because only a negligible amount of CS aggregated (Figure 9B, red line). Therefore,
our results suggest that AhpCs containing Ser in the catalytic triad are more prone to act as
chaperone induced by heat shock stress than their counterparts containing Thr.

The ability of the typical 2-Cys Prx to act as chaperone was already demonstrated to
several enzymes from eukaryotes 2 23 and some bacterial proteins 34 52 53, These enzymes are
able to switch from peroxidase to chaperone in response to oxidative stress, by hyperoxidation
of the Cpr to sulfinic acid or sulfonic acid (Ce-SO2 or Cp-SOs3), or by thermal stress. Considering
the high resistance of AhpC to Cp hyperoxidation, the thermal stress must be the main factor
that triggers the chaperone activity, what was confirmed by Kamariah and coworkers (2018)
using E. coli AhpC (Thr-Prx) as model. Here, we observed the same effect to SeAhpC, a Ser-
Prx, being tempting to speculate that chaperone activity may be facilitated in these enzymes

because they are stabilized as decamers, irrespective to the oxidative state.

A) 0,080 B) 0,080

PaAhpC SeAhpC
- W\“ - N//M

0,040 0,040
0,020 / % 0,020 /
N % /

20,020
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——CS ——CS + AhpC ——CS + Pre-heated AhpC

0,000

Light scattering at 360 nm
Light scattering at 360 nm

-0,020

Figure 9. Comparative protection of PaAhpC and SeAhpC to citrate synthase (CS) aggregation by thermal stress.
Chaperone activity of PaAhpC and SeAhpC was monitored by its ability to protect citrate synthase (CS) from
thermally induced aggregation. The aggregation of 2 uM of CS in 40 mM Hepes-KOH pH 7.5 was monitored by
light scattering (A = 360 nm) for 90 minutes either alone or in the presence of 40 uM PaAhpC (A) or SeAhpC (B).
The assays were executed with the enzyme pre-heated at 48°C for 1 hour (red lines) or not (blue lines). The CS

alone was used as negative control (black lines).

DISCUSSION

The roles of Thr or Ser in the catalytic triad of the typical 2-Cys Prx has been considered
redundant, but recently we and others showed that the presence of Ser in catalytic triad
stabilized the decameric form of these enzymes 3 %3, Here, we showed that the presence of Ser

or Thr in the active site affect also the Cp hyperoxidation susceptibilities, thermal resistance and
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the acquisition chaperone activities of typical 2-Cys Prx. Furthermore, our results revealed that
the vast majority of multicellular organisms have Thr on catalytic triad and Ser might be related
with diverse ecological strategies in some groups of bacteria. Although the typical 2-Cys Prx
from bacteria are very resistant to hyperoxidation, we demonstrated that the Ser to Thr
substitution further increased the resistance to inactivation of AhpC by hydroperoxides.

Previously, eukaryotic 2-Cys Prxs were described to be highly susceptible to oxidative
inactivation in comparison with bacterial counterparts 3°. Accordingly, eukaryotic 2-Cys Prx
were named as sensitive, while bacterial enzymes were referred as robust. Furthermore, authors
identified the presence of GGLG and YF motifs exclusively in eukaryotic 2-Cys Prx, which
were proposed to be positively selected during evolution 3. The presence of the GGLG and YF
motifs near the Cp residue would represent a steric hindrance effect, decreasing the rate of
intermolecular disulfide bond formation 4,

Here, we analyzed the susceptibilities of sensitive (Tsal, Tsa2) and robust (PaAhpC,
SeAhpC) 2-Cys Prx carrying Thr or Ser in the catalytic triad. Our results indicated that the
substitution of Thr by Ser produced much more pronounced effect in sensitive 2-Cys Prx than
in robust enzymes (comparison between Figures 2, 3 with Figure 6).

More recently, two other structural elements, named motifs A and B, were identified
within the amino acid sequences of typical 2-Cys Prx, conferring resistance to hyperoxidation
4 These motifs may account at least in part for more subtle differences in hyperoxidation
susceptibilities among typical human 2-Cys Prx (Prx 1-4). Accordingly, human Prx3 contains
both motifs A and B and is the most resistant to hyperoxidation among human 2-Cys Prx.
Furthermore, bacterial 2-Cys Prx (AhpCs) from Salmonella enterica contains motifs A and B
and lacks GGLG and YF motifs and it is very robust against oxidative inactivation 44,

We analyzed the presence of the motifs A and B in other bacterial 2-Cys Prx (AhpCs)
and we observed that these structural elements are not fully conserved (Table S3 and Figure
S3). In contrast, only some residues of motifs A and B are present in Tsal and Tsa2.
Furthermore, the amino acid composition corresponding to these motifs A and B are almost
identical between these two yeast enzymes, with exception of the first residue from motif A
that was marked as Glu in Tsal and as Asp in Tsa2. Therefore, our analysis of Thr/Ser
substitutions covers amino acid sequences of 2-Cys Prxs with different sensitivities to
hyperoxidation. Our data indicated that the presence of Thr or Ser in the active site is more
pronounced in 2-Cys Prx displaying the GGLG/YF motifs.
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We also analyzed the crystallographic structures of Tsal (PDB = 3SBC) and Tsa2 (PDB
= 5DVB) to gain further insights on mechanisms underlying differences in the hyperoxidation
susceptibilities of these enzymes. In our previous work (Tairum et al, 2016), we observed that
the side chain of catalytic Ser presents higher mobility than the Thr in Tsal. The additional
methyl group in Thr side chain interacts with an aromatic ring in the adjacent dimer. Thus, the
B-factor of active site regions in the 10 chains of Tsa2 structure are higher than observed to
Tsal.

Now, we analyzed the interactions of catalytic Thr and Ser in an attempt to explain the
differences in hyperoxidation resistance. We observed that the Ser* in some chains of Tsa2 are
in position quite similar to Thr# in Tsal (Figure 10A). However, in three chains, the Ser* of
Tsa2 are found in an alternative position compared to that one observed to Thr#4. Consequently,
the motif GGLG is moved away from the helix where YF motif is found (Figure 10B) and a
helix upstream to the GGLG motif is also deformed. We propose that the high mobility of Ser
side chain makes the interaction between GGLG and YF more unstable and, therefore, facilitate
the approximation between Cp and Cr and disulfide formation, which would explain the more
pronounced resistance to hyperoxidation of the eukaryotic 2-Cys Prx.

In contrast, GGLG and YF motifs are not present in AhpC sequences and the Thr/Ser
substitutions in these backgrounds produce less pronounced effects on the susceptibilities to
hyperoxidation. In fact, we compared the crystallographic structure of a Thr-Prx (Salmonella
typhimurium AhpC - PDB entry 1YEP) with the only AhpC containing Ser in the PDB database
(Enterococcus faecalis — PDB entry 5Y63), but we did not observe any major structural

differences.

A) B)

CT a-helix

GGLG
motif

23



549
550
551
552
553
554
555
556

557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575
576

Figure 10. Active site, GGLG and YF motif regions of Tsal and Tsa2. (A) Superposition of Tsal®"s (3SBC =
pink) and Tsa2%’s (5DVB = light blue) show similar position of Thr* (Tsal) and Ser* (Tsa2). Motif GGLG (red
in Tsal and blue in Tsa2) and CT a-helix (dark red in Tsal and dark blue in Tsa2) are also in quite similar position.
(B) When Ser44 is found in an alternative position, GGLG motif is displaced to a further position, while CT a-
helix do not appear in the crystallographic structure probably due to be more mobile, and consequently, with low
resolution. Crystallographic structures are presented in cartoon and highlighted amino acids are presented as balls

and sticks. Graphical models were generated by PyMol.

We observed that 2-Cys Prx are more susceptible to hyperoxidation by organic
hydroperoxides than H20: (Figures 2, 3 and 6), as previously described 34, which may be related
with the environment close to the active site pocket. Crystallographic observations revealed the
presence of large hydrophobic portions around this region 3% 4% %5, In fact, ahpc gene
inactivation frequently render bacteria with increased sensitivity to organic peroxide and AhpC
over-expression invariably leads to a gain of resistance against these oxidants 56-62, Moreover,
Mycobacterium tuberculosis and Helicobacter pylori mutants for ahpc gene accumulated
higher levels of lipid hydroperoxides during aerobic growth, when compared to wild type
strains 3.

Considering that presence of Ser in catalytic triad makes 2-Cys Prx resistant to Cp
hyperoxidation, more stable as a decamer and increase its chaperone activity, we speculate that
these enzymes may present complementary functions, protecting cells from severe stressful
conditions. Ser-Prx might be more adapted to hydroperoxides detoxification and thermal stress
defense, while Thr-Prx would be better suit to cell signaling functions. Consistent with this
idea, Ser-Prx are more frequent in bacteria, some of them pathogenic. Therefore, Ser-Prx might
be considered as target for the development of specific inhibitors to prokaryotic enzymes.
Finally, its amazing to note that the nuance of the evolutionary process since a single residue
substitution by a similar residue can confers remarkable functional and structural differences

between very homologous enzymes.
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Table S1. Initial velocities of the yeast enzymes Tsal, Tsa2 and mutants Tsal™4S and

Tsa254T to H,O; or CHP.

v0 (uM/s) H,0,
0.5mM ImM 5mM 10mM
TsalWT 0.68 (£ 0.05) 0.61 (£0.05) 0.53 (£ 0.01) 0.36 (£ 0.06)
Tsal144s 0.74 (£ 0.03) 0.66 (= 0.02) 0.342 (£0.05) 0.24 (= 0.04)
Tsa2WT 0.60 (£ 0.10) 0.60 (= 0.04) 0.50 (= 0.01) 0.46 (= 0.01)
Tsa25#T 0.78 (£ 0,06) 0.70 (£0.01) 0.43 (£0.01) 0.22 (£0.05)
v0 (uM/s) CHP

0.5mM ImM SmM 10mM
TsalWT 0.24 (£0.03) 0.20 (£0.014) RA RA
TsalT44S 0.74 (£0.03) 0.66 (= 0.02) 0.342 (£0.05) 0.24 (+£0.04)
Tsa2WT 0.56 (+0.018) 0.45 (£0.053) RA RA
Tsa254T RA RA RA RA

RA: Residual activity

Table S2. Initial reaction rates of PaAhpC, SeAhpC and reciprocal Thr 2 Ser mutants

using growing concentrations of H>O: and CHP as oxidizing substrates.

H;0;
0.5 mM 1 mM 5 mM 10 mM
PaAhpC%"  0.57 (£0.02) 0.57 (£0.01) 0.58 (+0.03) 0.71 (£ 0.01)
PaAhpC™%  0.94 (z0.01) 0.86 (£0.03) 0.89 (£0.02) 0.92 (£0.02)
Ratio 0.61 0.66 0.65 0.77
SeAhpC™'  0.92 (£0.02) 0.82 (+0.06) 0.85 (£0.01) 0.78 (£0.01)
SeAhpCS“T (.67 (£0.01) 0.63 (£0.03) 0.75 (£0.02) 0.84 (£0.04)
Ratio 1.37 1.30 1.13 0.93
CHP
0.5 mM 1 mM 5 mM 10 mM
PaAhpC%"  0.45(£0.02) 0.42 (£0.01) 0.38 (£0.01) 0.35 (£0.01)
PaAhpC™%  0.69 (x0.06) 0.61 (£0.02) 0.54 (£0.06) 0.45 (£0.03)
Ratio 0.65 0.69 0.70 0.78
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SeAhpC™'  0.71 (£0.04) 0.74 (£0.02) 0.68 (£0.01) 0.61 (£0.01)
SeAhpCS“T (.55 (£0.02) 0.45 (£0.02) 0.48 (x0.01) 0.45 (£0.02)
Ratio 1.29 1.64 1.42 1.36

Table S3. Conservation of hyperoxidation resistance motifs in typical 2-Cys
peroxiredoxins isoforms. The hyperoxidation resistance motifs in enzymes containing Thr or
Ser in catalytic triad from bacteria, S. cerevisiae and human. In dashed lines are highlighted the
enzymes used in this work.

Protein Motif A region D(N/G)H(S/G) Motif B region T(S/T)
AhpC C,j. (Thr) KGEA TA
AhpC P.a. (Thr) NGHG TT
AhpC S.t. (Thr) DGHG TT
AhpC Y.p. (Thr) HGEA KQ
AhpC B.a. (Ser) DGQA TA
AhpC B.s. (Ser) EGHG SS
AhpC E.f. (Ser) ENHA NA
AhpC_S.e. (Ser) NGHG ST

Tsal S.c (Thr) EGEA NS
Tsa2 S.c (Ser) DGEA NS
Prx1 H.s. (Thr) DNHS KA
Prx2 H.s. (Thr) NGQA TS
Prx3 H.s. (Thr) DNHS TS
Prx4 H.s. (Thr) DNQS TS

Abbreviations and Uniprot code: AhpC_C.j.= Campylobacter jejuni (QOPBHS5); AhpC P.a. = P. aeruginosa
(Q02UUOT); AhpC _S.t. = Salmonella typhimurium (POA251); AhpC Y.p. = Yersinia pestis (QOWC89);
AhpC_B.c. = Bacillus cereus var. anthracis (D8GYV3); AhpC B.s. = Bacillus subtilis (P80239); AhpC E.f. =
Enterococcus faecalis (030738) AhpC_S.e. = S. epidermidis (Q8CMQ2); Tsal S.c. = S. cerevisiae (P34760);
Tsa2 S.c. = S. cerevisiae (Q04120); Prx1 H.s. = Homo sapiens (Q06830); Prx2 H.s. = H. sapiens (P32119);
Prx3 H.s. = H. sapiens (P30048) and Prx4 H.s. = H. sapiens (Q13162).
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H,0, CHP
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Figure S1. Western blot to confirm Cp hyperoxidation of Tsal and Tsa2. The anti- SO3 antibody
were used to verify if Tsal and Tsa2 were being hyperoxidized after NADPH assay with
growing concentrations of H,O> or CHP (500uM, 1mM, 5SmM and 10mM) (upper panels).
SDS-PAGE colored by Coomassie blue are presented in lower panel as loading control. The
legends at the right side of the figures are: M = monomer and D = dimer.
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Figure S2. Evaluation of AhpC hyperoxidation by western blotting. The results of the
experiments were carried out in the presence of PaAhpCWT (A), SeAhpCWVT (B), PaAhp©4+ST
(C) or SeAhpC34T (D) (3uM), EcTrx1 (6uM), EcTrxR (0.9uM), NADPH 1mM), sodium azide
(100uM) and increasing concentrations of CHP (0.25mM, 0.5mM, 1mM, 5mM and 10mM
lanes 1-5, respectively) were treated for 10 minutes at 37 © C. The membranes were incubated
with the anti-PRDX-SO; polyclonal primary antibody (AbFrontier) for 2 hours at room

temperature and revealed using the ChemiDoc ™ MP Imaging System photodocumentator
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A) Tsa1_S.c. IP34760!
Tsa2_S.c. 1Q04120/

A A A A A
T/S D N/G E A N S

AhpC_T.p.J083522/G-] MEY VBRI TEIBAD L AR VY PSFEVE | BICKMY S MSITBS EMVEKARMAD AT - - - DTlIKN L PNEMBISBIK AG KJAG FEIGVL L
B) AhpC. P.a.|Q02UU0/G-| Y NGB TENED AANNYGEFQKABAEMY | MTTBITHESBKVIMHE TS - - - P AMG KAQEPLLIGBIP THQETNAEG VH |
AhpC_M.c.ID5VAS6/G-| ME Y V@B TBBEDMAAHYEELKGLEVEMYAMS TBITHE VElKAWHD AS - - - PAING K VQN/P MLGBIG TG K[| TRGEN VM1
AhpC B.c.IDEGYV3/G+] clY V@B TBEED LQNQYATLKDLEVEMYSMS TBITHE THKAMHDSS - - - ETHGK 1 ENI MIGBP TRTITSNENVLM
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AhpC_E.c.[POAEO8|G-| FIRY V@B TEBEGD VADHYEELQKLEBVDMYAMS TBITHE THKAWHSSS---ETIEAKI KYAMIGBIP TG A{TRNEDNMR
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AhpC_L.i.|Q8F2G2/G-], FIRY V@RI TEN | £ YONKLAEFKKLETEMLGMS VBIS AR THIL ABKN TP KKEGGIGE I KNPLTABL TKSI{SRD¥YNVLT
AhpC_C.j.|QOPBH5 |G- FIRY VBRI B 1 AFDKRYQEFKNREIEMIGIESGBINEESHFAlKNTPVNQGGIIGQVKEPLVABL TKQIJARNED VLY
AhpC V.c.[C3LSY4/G-. FIRY V@BISBE | AFDNRYEDFLAKBVEMIGMS I BISQF sENAMRN TAVENGGIGQVKYPLVABVKHE[CKANDVEH
AhpC_V.p.[QOWC89/G-] F VIGBIS Bl AFoHRYEEFQKREVEMVGMS FBIS ElEVEINAMR K TP VD KGGHIGE VKNP MVAB KREMQKAYG I EH

A A A A A A
T/S D N/G H SIG T S/T

AhpC_B.a.|B8DUI7 |G +| F E AEFKKAGICE C| HDANE - - QNP TTGKEARDLETYN
C) AhpC_E.f./030738|G+| F G AHLQELNCE E ADATE - - KNP PNGQEARFFEGVLD
AhpC_G.v.[D2RCKO|G | F E EELQKLGVME T| HDNSE - - KT PSGAS RNFDAWN
AhpC_S.g./[FSWWV1|G+] C G AELQKLGME u HBDSD - - THA PAHVESEGFEVLG
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AhpC_B.5./P80239|G+| © E AALKELGME u HDSSE-- THMA PSQTWS RNFDVLD
AhpC_S.a.|POAOB7 G +| 'C E EELQKLGVN T| HDHSD - - THT PSQTITRNFEDVLD
AhpC_S.eq.|JAOAOG7HKE8|G+| 'C| E DKLQELGVN T| HDHSD - - QMT PSQTNTRNFEDVLD
AhpC_S.s.1Q49UT8|G +| C E DKLQELGWVN u HBDHSD - - QMT PSQTTRNEDVLD
AhpC_S.e.|Q8CMQ2|G+]| 'C E AKLQELGVN T| HDHSD - - EMS PSQTNTRNFEDVLD
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Figure S3. Sequence alignment of Tsal, Tsa2 and bacterial typical 2-Cys Prx to evaluate the
conservation of the hyperoxidation resistance motifs and catalytic Thr or Ser distribution. The
shading from red to white denotes the degree of amino acid conservation (the redder, the highest
the conservation). The blue arrows indicate the presence of Thr or Ser in the catalytic triad. The
black arrows indicate the substitutions of amino acids belonging to the motifs A (D-X8-N/G-
X10-H-X27-S/G) and B (T-X3-S/T) related to C, hyperoxidation (Bolduc et al., 2018) . A)
Tsal and Tsa2 amino acid alignment (Uniprot access code P34760 and Q04120). B) and C)
alignment of amino acid sequences of bacterial typical 2-Cys Prx containing Thr (B) or Ser (C)
as part of their catalytic triad. The abbreviations of bacterial species used and uniprot access
code are as follow: AhpC T.p. = Treponema pallidum (083522); AhpC_P.a. = Pseudomonas
aeruginosa (Q02UUOT AhpC_M.c. = Moraxella catarrhalis (DSVAS56); AhpC B.c. = Bacillus
cereus var. anthracis (D8GYV3); AhpC X.f. = Xylella fastidiosa (Q87DEOQ); AhpC E.c. =
Escherichia coli (POAEO08); AhpC S.s. = Staphylococcus saprophyticus (Q49UTS);
AhpC K.p. = Klebsiella pneumoniae (B5XZTT); AhpC S.t. = Salmonella typhimurium
(POA251); AhpC _L.i. = Leptospira interrogans (Q8F2G2); AhpC_C.j.= Campylobacter jejuni
(QOPBHS5); AhpC_V.c. = Vibrio cholerae (C3LSY4); AhpC_Y.p. = Yersinia pestis (QOWC89);
AhpC B.a. = Brucella abortus (Q2YKW3); AhpC_E.f. = Enterococcus faecalis (030738);
AhpC G.v. = Gardnerella vaginalis (D2RCKO0); AhpC S.g. = Streptococcus gallolyticus
(FSWWV10S); AhpC S.ag. = Streptococcus agalactiae (E7S2A); AhpC S.p. =
Streptococcus pyogenes (Q1J4C6); AhpC A .x. = Amphibacillus xylanus (K0J4Q8); AhpC B.s.
= Bacillus subtilis (P80239); AhpC_S.a. = Staphylococcus aureus (POAOB7); AhpC_S.eq.=
Streptococcus equi (AOAOGTHKER); AhpC_S.s. = Staphylococcus saprophyticus (Q49UTS);
AhpC S.e. = Staphylococcus epidermidis (Q8CMQ2); AhpC _S.h.= Staphylococcus
haemolyticus (Q4L376).
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Abstract

The pathogen Xylella fastidiosa belongs to the Xanthomonadaceae family, a large group of Gram-negative bacteria that cause
diseases in many economically important crops. A predicted gene, annotated as glutaredoxin-like protein (g/p), was found to be
highly conserved among the genomes of different genera within this family and highly expressed in X. fastidiosa. Analysis of the
GLP protein sequences revealed three protein domains: one similar to monothiol glutaredoxins (Grx), an Fe-S cluster and a
thiosulfate sulfurtransferase/rhodanese domain (Tst/Rho), which is generally involved in sulfur metabolism and cyanide detox-
ification. To characterize the biochemical properties of GLP, we expressed and purified the X. fastidiosa recombinant GLP
enzyme. Grx activity and Fe-S cluster formation were not observed, while an evaluation of Tst/Rho enzymatic activity revealed
that GLP can detoxify cyanide and transfer inorganic sulfur to acceptor molecules in vitro. The biological activity of GLP relies
on the cysteine residues in the Grx and Tst/Rho domains (Cys®* and Cys**, respectively), and structural analysis showed that
GLP and GLP“***S were able to form high molecular weight oligomers (>600 kDa), while replacement of Cys*> with Ser
destabilized the quaternary structure. In vivo heterologous enzyme expression experiments in Escherichia coli revealed that GLP
can protect bacteria against high concentrations of cyanide and hydrogen peroxide. Finally, phylogenetic analysis showed that
homologous glp genes are distributed across Gram-negative bacterial families with conservation of the N- to C-domain order.
However, no eukaryotic organism contains this enzyme. Altogether, these results suggest that GLP is an important enzyme with
cyanide-decomposing and sulfurtransferase functions in bacteria, whose presence in eukaryotes we could not observe,
representing a promising biological target for new pharmaceuticals.

Keywords Glutaredoxin (Grx) - Reactive oxygen species (ROS) - Glutaredoxin-like protein (GLP) - Thiosulfate sulfurtransferase/
Rhodanese (Tst/Rho) - Xylella fastidiosa
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Introduction

Animals and plants rely on a diverse array of strategies to
combat pathogen or parasite infection and establishment in
their hosts. At the molecular level, oxidative burst, character-
ized by the rapid, massive and transient production of reactive
oxygen species (ROS), is one of the best characterized mech-
anisms of hosts to control infection (Wojtaszek 1997; Slauch
2011). Among ROS, hydrogen peroxide (H,0,) and superox-
ide radical anion (O, ) can directly act as antimicrobial agents
and can also serve as second messengers to activate a more
diverse set of defence responses (Wojtaszek 1997; Thomas
2017). In addition to this ROS-based strategy, some organ-
isms, particularly plants, may produce cyanogenic metabo-
lites, which are used to combat pathogens and herbivores
(Knowles 1976; Rajniak et al. 2015). Hydrogen cyanide
(HCN) at high concentrations can act as a toxin by forming
stable complexes with transition metals such as iron in cyto-
chrome oxidase, and at low concentrations, HCN can regulate
a variety of molecular processes, including the generation of
ROS (Siegien and Bogatek 2006).

On the other hand, pathogens do not passively respond to
host counterattacks. To protect themselves from host defences,
for instance, pathogens use a myriad of antioxidant molecules
as low molecular weight compounds and enzymes (Seres et al.
2000; Parker et al. 2011). Additionally, for antioxidant de-
fence, protection against cyanide is mainly performed by a
ubiquitous enzyme family whose catalytic activity relies on
a Cys residue, thiosulfate sulfurtransferases (Tst), which are
also called rhodaneses (Rho) (Knowles 1976; Cipollone et al.
2007; Wang et al. 2015b). These enzymes catalyse the transfer
of sulfur to nucleophilic acceptors. In addition to cyanide de-
toxification, Tst/Rho are able to perform sulfur assimilation, a
very important process in the synthesis of essential biomole-
cules such as Fe-S clusters, cofactor biogenesis and amino
acids (e.g. methionine and cysteine), which in turn, are funda-
mental for the activity of several proteins; consequently, Tst/
Rho activity is essential in biochemical pathways, the regula-
tion of enzyme activity, respiration, the regulation of gene
expression, nucleotide metabolism, biofilm synthesis, among
others (Ryan 1990; Sturgill et al. 2004; Ayala-Castro et al.
2008; Guimardes et al. 2011; Xu and Meller 2011; Shen
et al. 2018). Sulfur also plays a central role in antioxidant
defence since Cys amino acids are not only reductant mole-
cules but they also are functionally relevant in antioxidant
peptides, including mycothiol and glutathione, and antioxi-
dant enzymes as glutathione reductases (Gr), glutaredoxins
(Grx), thioredoxins (Trx), thioredoxin reductases (TrxR) and
peroxiredoxins (Prx), among others (Holmgren and Aslund
1995; Oliveira et al. 2010; Alquéres et al. 2013; Netto et al.
2016; Tairum et al. 2016; Alegria et al. 2017). In fact, inhibi-
tion of cysteine biosynthesis strongly interferes with the abil-
ity of pathogens to respond to oxidative stress, infect the host
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and establish infections (Campanini et al. 2015). Additionally,
some pathogenic bacteria are able to produce hydrogen sulfide
(H,S) in response to oxidative host defence, which is a strong
scavenger of several reactive oxygen species, including hy-
droxyl radical (HO), with exceptional second-order rates
(1.5x 10" M ' s71) (reviewed in Pal et al. 2018).

To unveil host-pathogen relationships, one approach that
has gained increased attention over the last decade is compar-
ative genomics, as DNA sequencing technology has im-
proved. Genome sequencing of several species from the
Xanthomonadaceae family (specifically those of three epide-
miologically relevant genera: Xanthomonas, Xylella and
Stenotrophomonas) has revealed several predicted genes re-
lated to virulence, adhesion and responses to plant defences,
including those related to ROS and sulfur metabolism repre-
sented by thiol enzymes (da Silva et al. 2002; Pieretti et al.
2009; Varani et al. 2012; Davenport et al. 2014; Giampetruzzi
etal. 2015; Youenou et al. 2015; Chen et al. 2016; Wang et al.
2017).

Among several putative thiol antioxidant enzymes, prote-
omic analyses have revealed that a predicted enzyme annotat-
ed as a glutaredoxin-like protein (GLP) is expressed in large
amounts in the pathogenic Xylella fastidiosa strain 9a5c
(Simpson et al. 2000; Smolka et al. 2003). Unpublished com-
parative analyses have revealed the presence of GLP in differ-
ent genomes of Xanthomonadaceae species, all of which con-
tain three conserved domains: the N-terminal domain, which
has high similarity to glutaredoxins, a group of enzymes that,
as mentioned above, are related to several redox processes and
antioxidant defence (Discola et al. 2009; Leeper et al. 2011;
Netto et al. 2016); the central region, which is similar to that of
the Fe-S cluster biosynthesis superfamily (Romsang et al.
2014; Pain and Dancis 2016); and the C-terminal portion,
which resembles thiosulfate sulfur transferases/rhodaneses, a
family associated with HCN detoxification and sulfur metab-
olism (Knowles 1976; Cipollone et al. 2007). The biological
activities of the three different domains are performed by cys-
teine residues, but Cys residues are found only in the Grx
(Cys33) and Tst/Rho domains (Cy3266).

Considering the high amount of GLP expressed in a path-
ogenic X. fastidiosa strain, the domains related to the protec-
tion against host defences and the conserved multidomain
structure of GLP in Xanthomonadaceae, it is reasonable to
hypothesize that GLP may be an important protein in different
bacterial taxa. Therefore, the objective of this work was to
biochemically and structurally characterize X. fastidiosa
GLP and its heterologous expression in Escherichia coli chal-
lenged with KCN or hydrogen peroxide. To characterize the
biochemical properties of GLP, the glp gene from X. fastidiosa
was cloned, and the recombinant enzyme was expressed and
purified. Catalytic activity of the Grx domain was not ob-
served. Attempts to reconstitute the Fe-S cluster were also
made, but no evidence of cluster formation was detected.
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Conversely, enzymatic evaluation of the Tst/Rho domain re-
vealed that the recombinant GLP protein was able to fix inor-
ganic sulfur, transferring it to cyanide and another thiolic ac-
ceptor, in vitro. We demonstrated that cysteine residues are
essential to Tst/Rho activity and its structural integrity since
substitution of cysteine affected the enzyme activity and struc-
ture of the protein. We also investigated the in vivo effects of
KCN and hydrogen hydroperoxide tolerance via heterologous
enzyme expression in E. coli, which revealed that GLP can
protect bacterial cells even at high concentrations of cyanide
and hydrogen hydroperoxide. Finally, a detailed analysis of all
the translated genes with high GLP scores in the US National
Center for Biotechnology Information (NCBI) GenBank re-
vealed that GLP homologues were only detected in bacteria,
some of which are pathogenic to plants and animals.

Materials and methods
GLP amplification, cloning and sequencing

The XF2394 open reading frame (ORF) (NCBI accession
number: XF RS10350) was amplified by PCR using genomic
DNA from the X. fastidiosa 9a5c strain as a template and the
oligonucleotides XF2394 F-5'-CGCGATCCATATGATGC
CGCAGTGCGGTTTTTCTGC-3" and XF2394 R-5-CGCA
AGCTTGGATCCTCAATACTTCGGCACACTCGC-3',
which contained Nde I and Bam HI cleavage sites (underlined
sequence) (Exxtend, Sao Paulo, Brazil). Amplified DNA frag-
ments were digested with Nde I and Bam HI, cloned into the
Nde 1/Bam HI-digested pET15b vector (Millipore, Novagen,
Madison, WI, USA) and transformed into E. coli DH5«x
(Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Germany). The resulting
pET15b/glp vector was sequenced with an ABI 3730 DNA
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) using
the Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Plasmids containing the
correct constructs were used to transform E. coli BL21 (DE3)
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) for heterologous
expression.

Site-directed mutagenesis

GLP mutant proteins carrying cysteine (Cys®* and Cys*®°)
substitutions to serines were generated from pET15b/glp plas-
mids using the QuikChange II site-directed mutagenesis kit
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) and the mutagenic primers
GIp“**® F (5 ATGCCGCAGTCCGGTTTTTCT 3),
GIp“**% R (5 AGAAAAACCGGACTGCGGCAT 3'),
GIp©?°®S F (5" GCATTCTTGTCTCATCACGGC 3') and
GIp©*°°® R (5" GCCGTGATGAGACAAGAATGC 3')
(Exxtend, Sao Paulo, Brazil). The reaction products were used
to transform E. coli XL1-Blue (Stratagene, La Jolla, CA,

USA), and single colonies were inoculated on Luria-Bertani
(LB) medium and incubated for 16 h at 37 °C. The plasmids
were then extracted, purified and sequenced to confirm their
codon substitutions and then used to transform E. coli BL21
(DE3) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) for heterolo-
gous expression and purification.

Protein expression and purification

Single colonies of E. coli BL21 (DE3) containing the pET15b/
glp, pET15b/glp“** and pET15b/glp?%% plasmids were in-
oculated in LB medium (20 mL) containing 100 pg
ampicillin/mL and incubated overnight at 37 °C. Then, the
cell cultures were transferred to 1 L of fresh LB medium and
grown until ODggo 0.6-0.8 at 37 °C. Isopropyl-1-thio-b-d-
galactopyranoside (0.3 mM; IPTG) was added to the culture
to induce the expression of the recombinant proteins with
shaking at 250 rpm in an orbital shaker for 16 h at 18 °C.
Thereafter, cells were harvested by centrifugation, pellets
were resuspended in start buffer (50 mM sodium phosphate
buffer, pH 7.4, containing 50 mM NaCl, 20 mM imidazole
and 2 mM phenylmethyl sulfonyl fluoride-PMSF) and cells
were disrupted by sonication. The cell extracts were kept on
ice during streptomycin sulfate 1% treatment for 20 min, and
the supernatants were clarified by centrifugation, homoge-
nized by filtration and purified by immobilized metal affinity
chromatography using a HisTrap column (GE Healthcare,
Piscataway, NJ, USA) with an imidazole gradient (50—
500 mM). Imidazole was removed from the samples using a
PD10 desalting column (GE Healthcare, Piscataway, NJ,
USA), and purified proteins were kept in 50 mM sodium
phosphate buffer (pH 7.4) containing 50 mM NaCl. SDS—
PAGE analysis was used to confirm the purity of the enzymes,
and their concentrations were determined by the molar extinc-
tion coefficient of X. fastidiosa GLP (€559 =25.565 M 'em ™)
obtained by the ProtParam tool (http://www.expasy.ch/tools/
protparam.html).

Glutaredoxin disulfide reduction activity

The Grx activity of GLP was evaluated by the standard assay
for glutaredoxin, which measures the ability of a protein to
reduce mixed disulfides formed between a glutathione mole-
cule and 3-hydroxyethyl disulfide (HED) spectrophotometri-
cally (A=340 nm) as previously described (Holmgren and
Aslund 1995). The reaction mixture containing 100 mM
Tris-HCI pH 7.4, 1 mM glutathione, 6 pg/mL GR and
0.7 mM HED was incubated at 30 °C for 3 min to allow the
formation of mixed HED disulfide, and then, 0.2 mM
NADPH was added. Addition of GLP 1 uM was used to start
the reactions, and the decrease in absorbance at 340 nm due to
the oxidation of NADPH was recorded for 250 s.
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An additional disulfide reduction assay was performed
using the disulfide formed between Cys and glutathione
(Cys-S-SG) as a substrate. The reaction mixture containing
1 mM glutathione, 6 pg/mL glutathione reductase (GR),
100 mM Tris-HCI pH 7.4, 0.2 mM NADPH, 100 uM Cys-
S-SG and 1 uM GLP protein was measured spectrophotomet-
rically (A =340 nm). The mixed solution containing all the
reagents except NADPH and Cys-SSG disulfide was incubat-
ed at 25 °C for 1 min, and then, NADPH was added. After
stabilization, Cys-SSG disulfide was added, and the absor-
bance was recorded for 250 s to evaluate NADPH oxidation.

Glutathione-dependent peroxidase activity

Evaluation of glutathione-dependent peroxidase activity of
GLP with organic tert-butyl hydroperoxide (-BOOH) was
performed in vitro via an NADPH oxidation assay containing
0.2 mM NADPH, 1 mM glutathione (GSH), 6 png/mL GR,
1 uM GLP and 1 mM ~BOOH (Holmgren and Aslund 1995;
Discola et al. 2009). The reactions were performed in 100 mM
Tris-HCI (pH 7.4) buffer at a final volume of 1 mL at 25 °C,
and they were started by the addition of GLP. The absorbance
at 340 nm was recorded for 200 s.

DTT-dependent peroxidase activity

The rate of DTT (1,4-dithiothreitol) oxidation catalysed by
GLP in the presence of H,O, as a substrate was evaluated
by monitoring the change in absorbance at 310 nm for 250 s
due to the formation of DTT disulfide as previously described
(Tairum et al. 2012). The assay contained 100 mM Tris-HCI
pH 7.4, 1 mM H,0,, 1 uM GLP and 10 mM DTT in a 1-mL
quartz cuvette at 25 °C.

Cyanide sulfurtransferase activity

To evaluate the thiosulfate sulfurtransferase/rhodanese (Tst/
Rho) activity of GLP via the conversion of CN" to SCN ,
we performed spectrophotometric assays containing 40 mM
potassium phosphate, 50 mM KCN, 50 mM sodium thiosul-
fate and Milli-Q water in a final volume of 0.5 mL (Nandi
et al. 2000). The reactions were performed at 25 °C and initi-
ated by the addition of 0—1.2 uM GLP, and after 10 min, the
reactions were stopped by adding a formaldehyde-ferric ni-
trate solution [formaldehyde 2.5% (250 uL) and 750 puL of
ferric nitrate (100 g of Fe(NO3);-9H20 and 200 mL of 65%
HNO; per 1500 mL)] in a final volume of 1.5 mL. In the
reaction, cyanide is converted to thiocyanate under acidic con-
ditions, and in the presence of Fe™, a red intermediate is
formed, which was quantified spectrophotometrically (A =
460 nm). To evaluate the role of the Cys>> and Cys** residues
in GLP rhodanese activity, the same procedure was followed
using the GLP**S and GLP“?** mutants or 1 uM of wild-
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type GLP pre-treated or not with N-ethylmaleimide (NEM) for
20 min at 25 °C.

Evaluation of sulfur acceptors

GLP sulfurtransferase activity was evaluated through
NADPH oxidation assays performed at 25 °C in a final vol-
ume of 1 mL containing 50 mM potassium phosphate buffer
(pH 7.4), E. coli TrxR (0.2 uM), NADPH (150 uM) and
X. fastidiosa Tsnc or E. coli Trx (10 uM). The reactions were
started by the addition of 80 mM sodium thiosulfate and
10 uM GLP. Absorbance was monitored spectrophotometri-
cally (A =340 nm) for 150 s. Competitive assays using ferric
thiocyanate were also performed in the presence of thiolic
compounds, such as Trx, glutathione and DTT, at a concen-
tration of 1 or 2 M equivalents (50 or 100 mM, respectively).

Evaluation of Fe-S cluster formation in GLP

Reconstitution of the Fe-S cluster was evaluated following
procedures previously described (Bandyopadhyay et al.
2008; Dai et al. 2009). Briefly, GLP and the GLP** and
GLP“*%*S mutants (at a final concentration of 50 uM) in
Tris-Cl buffer (150 mM, pH 7.4) were incubated with iron
nitrate (5 mM), sodium thiosulfate (5 mM), glutathione
(5 mM) and 2 mM DTT (2 mM) for 1 h at 25 °C; desalted
using a PD-10 column (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA)
to remove excess reagents; and scanned spectrophotometrical-
ly over the range of 320 to 550 nm. All procedures were
performed in an anaerobic environment (O, <2 ppm).

Determination of rhodanese activity

Reactions containing potassium phosphate (40 mM), sodium
thiosulfate (50 mM) and varying amounts of KCN (0.5—
50 mM) were initiated with the addition of GLP, GLP*S or
liver bovine rhodanese (Rhobov) (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Germany) (1 uM) at 25 °C. After 10 min, the
reactions were stopped, and detection was performed as pre-
viously described (Item Cyanide Sulfurtransferase Activity).

Structural evaluation

The secondary structural elements of GLP and the mutants
were determined experimentally by circular dichroism (CD)
using a Jasco J-720 spectropolarimeter (Jasco Inc., Tokyo,
Japan). Purified recombinant wild-type and mutant enzymes
(10 uM) in 10 mM sodium phosphate buffer (pH 7.5) were
used for Far-UV CD analysis from 190 to 260 nm at 25 °Cina
0.1-cm gap cuvette. The molar ellipticity values (8) were cal-
culated using the molar concentration of the proteins and the
total number of amino acids (328 residues). The contents of
the secondary structure of GLP and the mutants were
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estimated using CDNN software (B6hm et al. 1992). Their
quaternary structure was estimated by size-exclusion chroma-
tography (SEC) by means of high-performance liquid chro-
matography (HPLC) using a Jasco chromatograph series
equipped with a PU 2880 Plus injector and a PDA MD 2018
detector (Jasco Inc., Tokyo, Japan). Samples (1 mg/mL GLP,
GLP“**% and GLP?%®® in 100 mM Tris-HCI at pH 7.4) were
separated by a system containing a Phenomenex BioSep-
SEC-S3000 column (7.8 x 300 mm, 5 wm, with a resolution
range of 15 to 2000 kDa) (Phenomenex, Aschaffenburg,
Germany) using a flow of 0.5 mL/min in 100 mM Tris-HCl
buffer (pH 7.4) and 50 mM NaCl at 25 °C. The elution profile
was monitored at 280 nm. Bovine thyroglobulin (670 kDa),
bovine gamma globulin (158 kDa), ovalbumin (44 kDa),
myoglobin (17 kDa) and vitamin B;, (1.35 kDa) were used
as molecular standards (Bio-Rad Laboratories, Richmond,
USA), and the chromatograms were analysed using Jasco
BORWIN 1.50 (Jasco Inc., Tokyo, Japan).

GLP heterologous expression in KCN-containing
media

Cultures of E. coli BL21 (DE3) harbouring the empty plas-
mids pET15b, pET15b/glp, pET15b/glp?%% or pET15b/
glp©3?® (recombinant vectors) were grown in LB medium
containing 100 pg ampicillin/mL overnight at 37 °C/
250 rpm. Thereafter, the cell cultures were transferred to
15 mL of fresh LB broth and grown until ODgq of 0.6-0.8.
Cultures in the exponential phase were diluted to ODggp =
0.02 containing IPTG (0.1 mM) and were exposed to
0.3 mM, 1.3 mM, 1.5 mM and 2.5 mM KCN for 24 h, and
their ODgq values were subsequently recorded. The assays
were performed in triplicate and repeated three times with
similar results.

Evaluation of hydrogen peroxide resistance in E. coli
harbouring the pET15b/glp vector

The ability of recombinant GLP to protect cells against hydro-
gen peroxide in vivo was determined by a comparative assay
of E. coli BL21 (DE3) containing the pET15b plasmid (empty
vector) or pET15b/glp plasmid (vector containing glp gene).
To perform this assay, bacterial cells containing the empty
plasmid pET15b or pET15b/glp were cultured overnight in
LB containing 100 pg ampicillin/mL at 37 °C. The cells were
diluted to ODgpp=0.1 in fresh synthetic minimal medium
(AAM) (Lisdiyanti et al. 2001) supplemented with ampicillin
(100 pg/mL), and H,O, was added at different concentrations
(1 mM, 2 mM or 3 mM) to the medium supplemented with
100 pg of ampicillin/mL. After 12 h of incubation at 37 °C/
250 rpm, ODg(o was measured spectrophotometrically to de-
termine the cell density. All experiments were performed in
triplicate and repeated three times with similar results.

Screening for X. fastidiosa GLP homologues
and phylogenetic analyses

Protein datasets were retrieved from the NCBI GenBank
through a DELTA-BLAST search (Boratyn et al. 2012) (e-
value threshold=10"°) using the sequence of the
X. fastidiosa translated glp ORF (XF2394-NCBI:
AAF85193.1) as a query and gathering the respective amino
acid sequences from all resulting hits. The Pfam-A v29.0
(Finn et al. 2016) domains PF00462.21 (Glutaredoxin),
PF01521.17 (Fe-S cluster) and PF00581.17 (Tst/Rho) were
identified from the dataset using HMMSCAN v3.1b2
(Johnson et al. 2010). Only sequences containing the three
domains in the same order as in the X. fastidiosa translated
glp ORF were retained due to the tendency of the conservation
ofthe N- to C-domain order being a consequence of functional
evolutionary processes (Han et al. 2007); these sequences
were then aligned using MUSCLE (Edgar 2004). The substi-
tution model for phylogenetic analysis was determined by the
Model Selection tool (MrBayes mode) of TOPALi v2.5 soft-
ware (Milne et al. 2004). Bayesian information criterion (BIC)
values were used to select the models that best fit the data.
Phylogenetic trees were generated by MrBayes v3.2
(Ronquist et al. 2012) with two runs of 30,000,000 genera-
tions, a sample rate of 1000 and burn-in of 25% using WAG +
G +1 as the substitution model. The trees were drawn using
FigTree v1.4.2 (tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
Taxonomic information was retrieved from the NCBI
taxonomy database (Database resources of the National
Center for Biotechnology Information 2016) based on the
filtered protein sequence dataset. To visualize the patterns of
amino acid sequence conservation of GLP homologues based
on aligned sequences, we created a sequence logo (Schneider
and Stephens 1990) using WebLogo 3 (Crooks et al. 2004).

Results
GLP domain functional analysis

To evaluate the functionality of the GLP protein, we tested the
possible function of each domain separately. Initially, we test-
ed the oxidoreductase activity of the Grx domain of GLP
using the standard assay of the reduction of the mixed disul-
fide that formed between [3-hydroxyethyl disulfide (HED) and
glutathione (Discola et al. 2009; Netto et al. 2016). Our results
revealed that GLP was not able to reduce disulfide compounds
of HED or the mixed disulfide between cysteine and glutathi-
one (Fig. Sla and Fig. S1b). It was previously demonstrated
that yeast glutaredoxins (Grx1 and Grx2) could directly re-
duce hydroperoxides using glutathione as an electron donor.
Accordingly, the Agrx/ and Agrx2 yeast strains are very sen-
sitive to oxidative stress induced by hydroperoxides
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(Collinson et al. 2002). Therefore, peroxidase activity assays
were carried out to verify the possibility that the activity of the
Grx domain of GLP could be dependent on peroxidase. To test
the peroxidase activity, we employed the NADPH oxidation
assay using glutathione reductase and glutathione, tert-butyl
hydroperoxide as substrates (Fig. Slc) and the DTT oxidation
assay using hydrogen peroxide as the substrate (Fig. S1d). In
both cases, no enzymatic activity was detected with the use of
different hydroperoxides or reductant molecules. Together,
these results demonstrated that GLP is not effective as a disul-
fide reductase or peroxidase.

Regarding the GLP Fe-S cluster domain, no cysteine resi-
due is present in this domain to orient a Fe-S group. However,
some glutaredoxins are able to assemble Fe-S clusters using
glutathione molecules via conserved Cys residues
(Bandyopadhyay et al. 2008). To investigate the formation
of the Fe-S cluster in GLP, spectrophotometric approaches
were employed under anaerobic conditions, but no evidence
of Fe-S cluster assembly was detected (Fig. S2).

Finally, to evaluate the thiosulfate sulfurtransferase/
rhodanese activity of GLP, we used biochemical approaches
with increasing concentrations of GLP. Our results demon-
strated that thiocyanate (SCN ) formation increased propor-
tional with the GLP concentration (Fig. 1a), which is evidence
of the expected function of the Tst/Rho domain. Therefore,
this domain was able to fix inorganic sulfur to produce cya-
nide conjugates. These results are relevant since bacteria are
able to use inorganic sulfur not only to detoxify cyanide but
also as a building block of several biomolecules, including
thiol enzymes. Additionally, since cyanide is produced by a
wide variety of plants in response to grazing and pathogens
(Knowles 1976; Rajniak et al. 2015), GLP may act as a front-
line defence to allow bacteria to resist the host’s defences.
Indeed, some species infected by X. fastidiosa, for instance,
almond, alfalfa and peach trees, can produce cyanogenic com-
pounds in their stems (e.g. prussic acid) (Knowles 1976).

In addition to cyanide decomposition, rhodaneses can exert
sulfurtransferase activity in the presence of other thiolic sub-
strates (Bonomi et al. 1977; Martinez-Gomez et al. 2011),
including thiol-containing proteins, such as thioredoxin (Trx)
(Nandi et al. 2000). In the presence of thioredoxin, the sulfur
atom forms a mixed disulfide with the cysteine in Trx, which
is reduced by thioredoxin reductase (TrxR) using reducing
equivalents from NADPH, producing hydrogen sulfide
(Nandi et al. 2000). To evaluate whether GLP is able to act
as sulfurtransferase to Trx, we performed a NADPH oxidation
assay using E. coli Trx and E. coli TrxR or Tsnc, an isoform
Trx from X. fastidiosa (Horta et al. 2010). The results demon-
strated that EcTrx and Tsnc were not able to accept sulfur
atoms from GLP (Fig. S3).

Although the results of the above experiments showed that
GLP is not able to transfer sulfur atoms to E. coli Trx, the
results are inconclusive regarding the transfer of sulfur atoms
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to Tsnc. Since we used E. coli TrxR in the NADPH oxidation
assay, sulfur transfer by GLP to Tsnc could have occurred, but
at low rates, due to the inefficiency of E. coli TrxR to reduce
X. fastidiosa Tsnc. It is worth mentioning that reactions at low
rates between enzymes from different species have previously
been reported (Oliveira et al. 2010). Because of these results,
additional cyanide sulfurtransferase assays were performed
using higher Tsnc concentrations (1 or 2 M equivalents). In
addition to Tsnc, the low molecular weight thiolic compounds
DTT and glutathione were also tested as sulfur acceptors. We
found that sulfur atoms could be transferred to the potential
acceptors catalysed by GLP or could react with KCN; as a
higher amount of thiocyanate was formed, fewer sulfur atoms
were transferred to the acceptors. We observed that Tsnc was
not able to accept sulfur atoms from GLP (Fig. 1b).
Conversely, GLP was able to exert its sulfurtransferase activ-
ity in the presence of thiolic compounds, such as DTT (Fig.
1c) and glutathione (Fig. 1d), indicating that CN™ may not be
the sole substrate of the enzyme.

Cysteine integrity is essential for GLP
sulfurtransferase activity

All Tst/Rho domains described to date use a cysteine residue
to capture sulfur atoms and transfer them to their substrates
(Cipollone et al. 2007; de Lira et al. 2018; Shen et al. 2015).
GLP possesses two conserved cysteines, one within the Grx
domain (Cys3 %) and another in the Tst/Rho domain (Cy5266).
To confirm that GLP activity is centred on a particular cysteine
residue, we treated the enzymes with the thiol alkylating agent
N-ethylmaleimide (NEM), as previously performed in the fer-
ric thiocyanate formation assay. Our results revealed that cys-
teine alkylation led to a large decrease in Tst/Rho activity
(Fig. 2a), confirming that Cys is essential to the enzymatic
properties of GLP.

Because the Cys*®° residue is embedded in the Tst/Rho
domain, it is reasonable to think that it is responsible for
GLP sulfurtransferase activity. To unequivocally identify
Cys®® as the residue responsible for Tst/Rho activity and
assess whether Cys>> plays a structural role in GLP, we per-
formed site-directed mutagenesis by individually replacing
cysteine residues with serine residues. As expected, the activ-
ity of GLP?°°S was completely abolished (Fig. 2b).
Curiously, the Cys**-Ser substitution resulted in an increase
in sulfurtransferase activity (~3x), supporting our hypothesis
regarding its structural and/or regulatory function in GLP.
Comparison of the activities of GLP and GLP<*3*
with bovine rhodanese

Since GLP and GLP**® presented Tst/Rho activity, we com-
pared their sulfurtransferase activity with that of one of the
most well-studied enzymes of this class: bovine liver
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Fig. 1T GLP possesses thiosulfate—cyanide sulfurtransferase activity. a
Cyanide detoxification was performed using KCN, and sodium thiosul-
fate and ferric thiocyanate formation was determined spectrophotometri-
cally (A =460 nm). The reactions were performed in 0.5 mL containing
40 mM potassium phosphate, 50 mM cyanide, 50 mM sodium thiosulfate
and ultrapure water (q.s.p). The reactions were initiated by adding 0—
1.2 uM of the enzyme. After 10 min, the reactions were stopped by
adding a formaldehyde-ferric nitrate solution. Evaluation of the
sulfurtransferase activity of GLP for X. fastidiosa Trx (Tsnc) (b) or the

rhodanese (Rhobov) (Wang and Volini 1973). The results re-
vealed a much higher efficiency in sulfur transfer to KCN by
Rhobov than by GLP or GLP“**® (Fig. 3) and are similar to
the results obtained to the rhodanese from Pseudomonas
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low molecular weight thiolic compounds GSH (¢) and DTT (d) was
performed. Thiolic compounds (Tsnc, GSH and DTT) were used with 1
or 2 M equivalents in relation to GLP. The reactions were performed
essentially as described above for the ferric thiocyanate assay (a) but in
the presence of thiolic compounds. As a positive control, only GLP
(1 uM) was added to the reactions, and for the negative control, only
the thiolic compounds were added. The results are representative of three
independent experiments performed in triplicate

aeruginosa (Cipollone et al. 2004). The lower
sulfurtransferase activity of GLP must be related to pathways
other than KCN detoxification in bacteria, such as the assim-
ilation of sulfur by molecules. Additionally, comparing the
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0.0 - =
GLpWVT GLPESS GLPC266S

without alkylation. After 10 min, the reactions were stopped by the
addition of a formaldehyde-ferric nitrate solution. Ferric thiocyanate for-
mation was determined spectrophotometrically (A =460 nm). b The
sulfurtransferase activity assay of GLP<**S and GLP“*°*S was performed
as mentioned before, using the wild-type GLP enzyme or GLP**S and
GLP?%S_ All assays were performed in triplicate three times
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activities of GLP and GLPC33S, the mutant was able to pro-
duce twice as much product than the wild type (Fig. 3), which
is another indication of the structural/regulatory function of
Cys™ in regard to GLP activity.

Cys mutations do not interfere with the secondary
structure of GLP, but Cys*? is important
to the oligomeric state of GLP

To evaluate the integrity of the secondary structure of GLP
after cysteine substitutions, we performed circular dichroism
spectroscopy. Our results allowed us to estimate the o-helix
percentage of the wild-type enzyme to be 35.4% of the amino
acid composition, while the 3 strand composition was 15.9%
(Table 1). Additionally, mutating Cys** or Cys®® to Ser did
not lead to substantially differ secondary structures compared
to that of wild-type GLP (Fig. S4, Table 1). These results
indicate that these Cys = Ser substitutions do not substantially
interfere with the secondary structure of GLP. Concerning the
quaternary structure of GLP, we performed gel filtration as-
says of GLP and the mutants. Although the glp gene encodes a
35-kDa protein, the results revealed that wild-type GLP and
GLP“?%%S can form high molecular weight (HMW) com-
plexes (~ 670 kDa) (Fig. 4a and c), in contrast with mamma-
lian rhodaneses, which are predominantly monomers
(Crawford and Horowitz 1976; Nakajima 2015). Conversely,
some rhodanese-like proteins with multiple domains are able
to form oligomers, including dimers, tetramers and hexamers,
among others (Cipollone et al. 2007; Shen et al. 2015). On the
other hand, the Cys**S mutant enzyme was mainly detected as
a monomer (~35 kDa) with some HMW species (~200—
700 kDa), showing the importance of the Cys® residue to
quaternary structure maintenance (Fig. 4c). Although

0.14 7

0.12

460 nm)

0.1

0.08 -

0.06 -

Absorbance (A

|

GLPWT GLP C33S Rhobov

Fig. 3 Rhodanese activity of GLP, GLP**® and Rhobov. The reactions
were performed in 0.5 mL containing 40 mM potassium phosphate,
100 uM potassium cyanide and 50 mM sodium thiosulfate. The
reactions were initiated by adding 1 uM of enzyme (GLPW", GLP“*S
or Rhobov) and stopped after 10 min by adding a formaldehyde-ferric
nitrate solution. Ferrothiocyanite formation was determined spectropho-

tometrically (A =460 nm). Experiments were performed in triplicate and
repeated three times with similar results

0.02 -
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Table 1 Estimative of the secondary structure content by circular
dichroism spectroscopy of the wild-type GLP and mutants. The spectra
were acquired from 210 to 260 nm and the secondary structure content
was estimated using the CDNN software

GLP GLP©33S GLPC206S
o helix 35.4% 30.0% 31.5%
{3 strand 15.9% 18.7% 18.0%
B turn 16.50% 17.50% 17.2%
Random coil 31.3% 35.40% 34.4%

GLP“?%%S was predominantly detected as a HMW species,
similar to the wild-type enzyme, the mutant protein also pre-
sented monomeric isoforms, as observed in GLPS33S, suggest-
ing that both Cys*® and Cys®® play roles in maintaining the
enzyme structure (Fig. 4b and c).

Heterologous expression of GLP confers cyanide
resistance to E. coli cells

It has been reported that 1 mM cyanide significantly inhibits
aerobically growing E. coli (Ashcroft and Haddock 1975).
Therefore, to verify any protective effect of GLP against cya-
nide toxicity, exponential phase cell cultures of E. coli BL21
(DE3) containing the empty vector (pET15b) or carrying the
plasmid with the glp gene (pET15b/glp) were adjusted to
ODgoo =0.02 and challenged with 1.5 mM KCN in the pres-
ence of IPTG (0.1 mM) (Kim et al. 2017). After 24 h, the
optical density of growing cells was measured. The results
demonstrated that cells carrying the recombinant vector had
growth rates ~91% higher than those of cells carrying the
empty vector, indicating that cyanide resistance is dependent
on the recombinant protein inside the cell (Fig. 5).

The ability of GLP<**S and GLP“**%® to detoxify cyanide
in vivo was also tested using the same conditions described
previously. The recombinant vectors containing cysteine sub-
stitutions (pET15b/glp“**S and pET15b/glp“?%%%) were unable
to confer any resistance to E. coli under inhibitory cyanogenic
conditions (Fig. 5). This result indicates that both Cys®* and
Cys?®® play important roles in cyanide resistance in vivo.
Additionally, these results revealed that despite the in vitro
increase in sulfurtransferase activity observed for GLP*3S
(Figs. 2b and 3), Cys” is essential for conferring resistance
to cyanide in a biological system, supporting its structural and/
or regulatory function.

In vivo evaluation of GLP protein resistance
under oxidative stress by H,0,

To investigate the role of the GLP protein in defending against
hydrogen peroxide toxicity in vivo, exponential phase cultures
of E. coli BL21 (DE3) containing pET15b (empty vector) and
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Fig. 4 Evaluation of the quaternary structure by size exclusion
chromatography. Samples of the GLP (a), GLP“**S (b) and GLP*%%S
(¢) proteins (1 mg/mL in 100 mM Tris-HCI at pH 7.4) were submitted to
size-exclusion chromatography, and the elution profile was monitored at

pET15b/glp were induced using IPTG and challenged with
increasing concentrations of H,O, following the conditions
previously described for Streptococcus pyogenes (King et al.
2000). As previously shown, exponential phase cell cultures
of E. coli BL21 (DE3) containing the empty vector (pET15b)
or carrying the plasmid with the gip gene (pET15b/glp) were
adjusted to ODggp = 0.05 and treated with increasing concen-
trations of hydrogen peroxide (Fig. 6). All cultures containing
the empty plasmid showed efficient growth in the presence of
1 mM hydrogen peroxide. However, higher concentrations of
hydroperoxide (2 mM) revealed that cells harbouring
pET15b/glp were able to grow, reaching cell densities 14-
fold higher than that of the strain containing the empty plas-
mid. At 3 mM H,O,, cells with or without plasmids were
unable to grow.
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Fig. 5 Heterologous expression of GLP confers high resistance to
cyanide in E. coli. Comparative resistance of E. coli cells containing
pET15B, pET15b/glp, pET15b/glp®**S or pET15b/glp<2%S. Cell
cultures of E. coli BL21 (DE3) containing the empty plasmid (pET15b)
or harbouring pET15b/glp in exponential phase were diluted to ODgoo =

0.1, exposed to KCN (1.3 mM) and grown at 37 °C, with the addition of
IPTG 0.1 mM. The growth rates were determined after 24 h. All assays
were performed in triplicate at least three times with similar results

Time (min)

Time (min)

280 nm. The bovine thyroglobulin (670 kDa), bovine gamma globulin
(158 kDa), ovalbumin (44 kDa) and myoglobin (17 kDa) proteins were
used as molecular standards (Bio-Rad) (blue arrows). Experiments were
performed three times

These results suggest the indirect role of GLP in
responding to oxidative stress caused by hydrogen peroxide.
In fact, an increase in resistance to oxidative stress has been
observed when antioxidant enzymes are overexpressed in bac-
terial systems (King et al. 2000; Shrivastava et al. 2015). On
the other hand, sulfurtransferases are believed to protect mam-
malian cells against oxidative stress caused by radiation
(Nakajima 2015). It has also been demonstrated that an
E. coli sulfurtransferase (3-mercaptopyruvate
sulfurtransferase-3MST) is able to combat oxidative stress,
producing H,S (Mironov et al. 2017). This pathway uses
thioredoxin as a sulfur acceptor to produce H,S. However,
as previously demonstrated, GLP is not able to transfer sulfur
atoms to bacterial Trx (Fig. S3), which may indicate the pres-
ence of another unidentified acceptor or undescribed pathway.

1.0+
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Fig.6 GLP confers resistance to oxidative stress. E. coli BL21 (DE3) cell
cultures in exponential growth were challenged with increasing concen-
trations of H,O; (1, 2 and 3 mM) in AAM medium containing ampicillin
for 12 h. The optical densities of the cultures were measured spectropho-
tometrically (ODgqp), and the results were plotted. Experiments were
performed in triplicate and repeated three times

@ Springer



5486

Appl Microbiol Biotechnol (2020) 104:5477-5492

GLP homologues are observed in different bacterial
species but not in eukaryotes

Our screening for GLP homologues resulted in the identifica-
tion of 225 proteins from different bacterial lineages, but no
GLP homologues were found in eukaryotes. In total, consider-
ing the outcomes using family-level taxonomic information, we
observed that at least 27 genera from eight Gram-negative bac-
terial families contained a protein similar to GLP with its N- to
C-domain order: Alcanivoracacea, Ectothiorhodospiracea,
Enhygromyxa, Nannocystineae, Pseudomonadacea,
Rhodanobactaceae, Wenzhouxiangellaceae and
Xanthomonadaceae (Table 2). It is noteworthy that these fam-
ilies represent a broad range of ecological strategies, ranging
from marine, for example, Wenzhouxiangellaceae (Wang et al.
2015a), or terrestrial (Kostka et al. 2012) bacteria to pathogenic
species, such as P. aeruginosa, a human opportunistic pathogen
(Hogardt and Heesemann 2013; Snitkin and Segre 2015), and
members of the Rhodanobactaceae family, while some species
were related to white plague disease (WPD) in some species of
coral (Roder et al. 2014). The over-representation of
Xanthomonadaceae in our dataset (Table 2) is likely because,
in this family, there are many pathogenic strains that affect
humans and plants; thus, more Xanthomonadaceae species
may have been studied. Additionally, we observed that the phy-
logenetic tree of GLP is highly congruent according to the
family-level organization (Fig. S5) and that both cysteines of
X fastidiosa GLP (Cys™ and Cys>®®), which play fundamental
enzymatic, structural and/or regulatory functions in GLP activ-
ity, are highly conserved across taxa (Fig. 7). Our results sug-
gest that GLP is functionally important in a broad diversity of
bacterial taxa and we could not observe any similar protein in
eukaryotes.

Discussion

Thiol proteins play essential roles in all living organisms
(Alquéres et al. 2013; Netto et al. 2016). In pathogenic bacteria,
these groups of proteins are highly related to infection and
establishment in the host, and sulfur metabolism and thiol pro-
teins are essential to overcoming host defences (Ryan 1990;
Seres et al. 2000; Campanini et al. 2015). In this work, we
performed the first characterization of GLP, a thiol enzyme
containing three domains: Grx, the Fe-S cluster and Tst/Rho.
Under the conditions tested in this work, no glutaredoxin activ-
ity or Fe-S clusters were detected in GLP (Fig. S1 and Fig. S2).
On the other hand, the Tst/Rho domain was found to be func-
tional and able to exert sulfurtransferase activity (Fig. 1).

Via mutational and structural approaches, we showed that
the Cys®” residue in the Grx domain may be related to the
modulation of enzyme activity (Figs. 2 and 3) and the main-

tenance of the quaternary structure (Fig. 4), while Cys**® is
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essential to Tst/Rho activity (Figs. 2 and 3). We also showed
that the integrity of both cysteines is fundamental to confer
resistance to KCN in vivo using E. coli as a heterologous
model (Fig. 5). In X. fastidiosa, this finding may be very
important since some important cultivars affected by this phy-
topathogen can produce cyanogenic compounds in their stem
(Knowles 1976; Rajniak et al. 2015). Furthermore,
X fastidiosa vectors are xylem fluid-feeding insects, and the
production of cyanogenic molecules by many plants is a well-
known defence strategy against grazing and predation, which
may indicate that GLP is important for protecting the vectors
against this kind of challenge (Rubinstein 1992; Chatterjee
et al. 2008; Mithofer and Boland 2012). We also tested wheth-
er heterologous GLP expression could confer resistance to
oxidative stress, another important defence mechanism
against pathogen attack (Wojtaszek 1997; Slauch 2011). For
this approach, we challenged recombinant E. coli cells
harbouring the expression vector containing the g/p gene with
high doses of hydrogen peroxide (Fig. 6), and our results
revealed that the recombinant strain was resistant to oxidative
stress caused by hydrogen peroxide, indicating that GLP ex-
pression may be important to combat the oxidative burst pro-
moted by the host. This result is in agreement with previous
observations indicating that sulfur assimilation confers resis-
tance to oxidative stress and is essential to xylem colonization
by X. fastidiosa (Campanini et al. 2015; Wang et al. 2017).
The cross talk between sulfur metabolism and oxidative
stress response may be exemplified by another protein contain-
ing Tst/Rho domain in X. fastidiosa. In this bacterium, biofilms,
extracellular matrices that may confer resistance of pathogenic
bacteria to host defence response, present large amounts of
sulfur (Leite et al. 2002). High sulfur content is related to bac-
terial cell production of intracellular sulfide, a potent ROS scav-
enger (reviewed in Pal et al. 2018) which is also a strong com-
petitive inhibitor of cytochrome C oxidase. This characteristic
may create a metabolic limitation in obligate aerobic growing
bacteria, especially in environments with low molecular oxygen
levels (e.g. plant xylem). Sulfide excess is decomposed and
exported to the extracellular matrix by constituents of the
BigR operon (Biofilm growth Regulator) (Barbosa and
Benedetti 2007; Guimaries et al. 2011), which contains the
protein coding DUF442-ETHE, a bifunctional enzyme with a
DUF442 domain, a GSH-dependent sulfotransferase/rhodanese
(Tst/Rho), and a ETHE domain, a sulfur dioxygenase.
DUF442-ETHE is involved in the conversion of hydrogen sul-
fide into sulfide, a cytotoxic compound that is exported to the
extracellular environment by another BigR operon protein
(TauE) (de Lira et al. 2018). Similar to GLP, the DUF442 do-
main alone or the entire DUF442-ETHE protein is able to trans-
fer sulfur from thiosulfate to cyanide, generating thiocyanate
(SCN"). These evidences suggest that the fusion of Tst/Rho
with other domains may lead to protein functional novelty in
sulfur metabolism and oxidative stress resistance. Therefore,
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Table 2 Taxonomic identification of bacteria presenting X. fastidiosa glutaredoxin-like protein (GLP) homologues. Family- and species-level infor-
mation of organisms presenting X. fastidiosa GLP homologue in NCBI taxonomy database

Family Species Family Species

Alcanivoracaceae Marinicella sp Xanthomonadaceae Pseudoxanthomonas spadix
Ectothiorhodospiraceae Thioalkalivibrio sp Pseudoxanthomonas suwonensis
Labilitrichaceae Labilithrix luteola Silanimonas lenta
Nannocystaceae Enhygromyxa salina Stenotrophomonas acidaminiphila

Haliangium ochraceum

Plesiocystis pacifica
Pseudomonadaceae Pseudomonas aeruginosa
Rhodanobacteraceae Aquimonas voraii

Dokdonella koreensis
Dyella ginsengisoli
Dyella japonica
Dyella jiangningensis
Dyella sp
Dyella thiooxydans
Dyella-like sp
Frateuria aurantia
Frateuria sp
Frateuria terrea
Luteibacter sp
Luteibacter yeojuensis
Mizugakiibacter sediminis
Oleiagrimonas soli
Rhodanobacter denitrificans
Rhodanobacter fulvus
Rhodanobacter glycinis
Rhodanobacter sp
Rhodanobacter thiooxydans
Rudaea cellulosilytica
Wenzhouxiangellaceae Wenzhouxiangella marina
Xanthomonadaceae Arenimonas composti
Arenimonas donghaensis
Arenimonas metalli
Arenimonas oryziterrae
Arenimonas sp
Luteimonas abyssi
Luteimonas huabeiensis
Luteimonas sp
Lysobacter daejeonensis
Lysobacter sp
Pseudoxanthomonas mexicana

Pseudoxanthomonas sp.

Stenotrophomonas daejeonensis
Stenotrophomonas ginsengisoli
Stenotrophomonas humi
Stenotrophomonas koreensis
Stenotrophomonas maltophilia
Stenotrophomonas nitritireducens
Stenotrophomonas panacihumi
Stenotrophomonas pictorum
Stenotrophomonas rhizophila
Stenotrophomonas sp
Stenotrophomonas terrae
Thermomonas fusca
Thermomonas hydrothermalis
Xanthomonas albilineans
Xanthomonas arboricola
Xanthomonas axonopodis
Xanthomonas axonopodis pv Vasculorum
Xanthomonas bromi
Xanthomonas campestris
Xanthomonas cannabis
Xanthomonas citri
Xanthomonas fragariae
Xanthomonas gardneri
Xanthomonas hortorum
Xanthomonas hyacinthi
Xanthomonas maliensis
Xanthomonas massiliensis
Xanthomonas oryzae
Xanthomonas perforans
Xanthomonas phaseoli
Xanthomonas sacchari
Xanthomonas sp
Xanthomonas translucens
Xanthomonas vasicola
Xanthomonas vesicatoria
Xylella fastidiosa

Xylella taiwanensis

they suggest that the biological role GLP plays may not only be
restricted to cyanide detoxification, but also include other func-
tions related with the Grx and Fe-Se domains. As demonstrated
here, only the intact GLP was able to maintain the quaternary
structure and protect cells against cyanide stress.

Tst/Rho domains are ubiquitous and found in several
protein coding genes in prokaryotic and eukaryotic ge-
nomes. Previous studies have shown that protein with
these domains may be very heterogeneous and, even
within the same genome, one may find multiple genes
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Fig. 7 Amino acid frequency
representation of the consensus
X. fastidiosa glutaredoxin-like
protein (GLP). In each logo, the y-
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encoding Tst/Rho domains fusioned with other protein
domain(s) with no evident function (Cipollone et al.
2007; Moseler et al. 2019). To unveil the GLP distribu-
tion across a broad range of organisms, we screened
NCBI GenBank for ORFs with the same N- to C-
domains order observed in X. fastidiosa translated glp
sequence. We could not find any GLP coding sequences
in eukaryotes, but we observed that eight bacterial fam-
ilies contained taxa with similar amino acid sequences
(Table 2) and highly conserved Cys residues in the Grx
and Tst/Rho domains (Fig. 7), suggesting that GLP ho-
mologues are likely functionally relevant for a broad
range of prokaryotes. Broadly, these findings indicate
that GLP evolution may be an outcome of processes
such as duplication and domain fusion followed by di-
vergence, providing functional changes and novelty that
may be adaptive (Vogel et al. 2005; Han et al. 2007;
Forslund and Sonnhammer 2012; Berezovsky et al.
2017). In pathogens and parasites, fusion of pre-
existing proteins seems to be particularly important as
there are several examples of multi-domain enzymes

@ Springer

related to host defence subjugation (Becker et al.
2000; Dubois et al. 2002; Allen et al. 2009; Li et al.
2014; Kamariah et al. 2016). In conclusion, GLP pro-
tein may be an important pathogen enzyme involved in
several strategies to attack and neutralize host defences
and may be a potential target for specific
chemotherapeutics.
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