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RESUMO: Em infecções causadas por fungos patogênicos, o estresse oxidativo/nitrosativo promovido por 

células de defesa do hospedeiro e/ou pela ação de fungicidas, é utilizado para controlar a progressão do 

patógeno. Entretanto, em indivíduos imunocomprometidos, infecções invasivas e linhagens resistentes aos 

principais fungicidas, como por exemplo, a anfotericina B (AMB), representam um grave problema de saúde 

pública. A resistência destes patógenos está relacionada com difersos fatores, dentre eles, a presença de 

enzimas antioxidantes de alta eficiência, capazes de neutralizar os oxidantes produzidos pelo hospedeiro e pela 

administração de fungicidas. Neste contexto, um grupo de peroxidases denominadas Peroxirredoxinas 2-Cys 

típicas (Prx 2-Cys típicas) se destacam por decompor uma grande variedade de hidroperóxidos com alta 

especificidade e eficiência (k = 106 – 108 M-1s-1), estarem distribuídas nos mais diversos ambientes celulares e 

possuírem uma cisteína altamente reativa denominada cisteína peroxidásica (CP). Apesar das Prx 2-Cys típicas 

de fungos patogênicos serem um alvo bastante atraente para o combate de infecções fúngicas, nenhum inibidor 

de Prx 2-Cys típicas foi caracterizado para estes organismos. Por outro lado, já foram descritos inibidores 

destas enzimas para mamíferos, dentre eles, diterpenóides naturais como a Adenantina (Adn) e o JDA-202, 

que são capazes de inibir isoformas citosólicas das Prx 2-Cys típicas de humanos (Prx1 e Prx2), levando a 

remissão de tumores com baixa toxicidade para células sadias. É importante ressaltar que estudos que 

investigam inibidores de Prx 2-Cys típicas nunca atentaram para uma avaliação comparativa com enzimas de 

outros organismos. Nosso grupo de pesquisa demonstrou que a Adn é capaz de inibir as isoformas citosólicas 

Tsa1 e Tsa2 de Saccharomyces cerevisiae, um organismo modelo para estudos bioquímicos e genéticos. 

Investigações realizadas no âmbito deste trabalho revelaram que Tsa1 apresenta alta identidade com isoformas 

citosólicas de leveduras patogênicas dos gêneros Candida e Cryptococcus, revelando que esta levedura é um 

bom modelo para estudo destes micro-organismos. Os objetivos deste trabalho residiram na busca por 

compostos naturais da biota costeira de São Paulo com atividade inibitória sobre Prx 2-Cys típicas de fungos, 

utilizando como modelo Tsa1 de S. cerevisiae de forma comparativa com Prx2, a isoforma mais abundante de 

Prx 2-Cys típicas de humano e na utilização desta levedura para ensaios in vivo do potencial fungicida dos 

compostos identificados como inibidores de Tsa1, assim como inibidores + fungicidas amplamente utilizados 

em tratamentos clínicos (ex: AMB). Neste contexo, foram avaliadas as propriedades inibitórias da Adn, assim 

como de terpenóides ent-caurânos e lactonas sesquiterpenicas da biota brasileira. Nossos resultados revelaram 

que a Adn, como esperado, é capaz de inibir eficientemente a Prx2 humana e redeterminamos seu IC50 como 

2 ± 0.13 µM. Em relação aos compostos naturais, nossos resultados revelaram que os compostos NC-EK2, 

NC-LS1, NC-LS5, NC-HP1 e NC-ABP1 foram capazes de exercer atividade inibitória sobre as Prx 2-Cys 

típicas por mecanismos aparentemente distintos. Também demonstramos que NC-LS5 é capaz de execer 

atividade inibitória sobre o crescimento de células de levedura. Evidências obtidas por SDS-PAGE indicam 

que NC-LS1 é capaz de impedir a formação de dissulfetos, o que pode ser atribuído aos sistemas carbonilicos 

,-insaturados presentes em sua estrutura, capazes de efetuar uma adição de Michael com tióis das enzimas, 

indicando uma inibição irreversível a exemplo de Adn. Por outro lado, o composto NC-EK2 não possui estes 

sistemas sugerindo uma inibição do tipo competitiva, entretanto, análises adicionais são necessárias para se 

chegar a qualquer observação mais conclusiva. Foram realizados procedimentos de docking molecular sobre 

as estruturas de Tsa1 e Prx2, visando um melhor entendimento das interações moleculares entre os compostos 

identificados como inibidores. Inicialmente, efetuamos as simulações utilizando Tsa1 e os inibidores Adn e 

NC-LS1, onde Adn foi utilizada por já existirem dados comparativos de docking utilizando Prx1 de humanos 

e ambos são capazes de bloquear as cisteínas. Desta forma, para ambos os compostos, se esperaria resultados 

positivos em regiões próximas as cisteínas. Os resultados obtidos indicam que o posicionamento dos 

compostos ocorreu integralmente na região do sitio ativo próximo à CP e que as interações para estabilização 

dos ligantes são majoritarimante de caráter hidrofóbico envolvendo átomos das cadeias laterais dos resíduos 

Leu41, Phe45, Leu142, Val167, Pro181 e Tyr77 e também das cadeias principais de Phe45, Leu142. A maioria dos 

resíduos identificados em Tsa1 são equivalentes aos resíduos já relatados na literatura, identificados por 

docking em Prx1 de humanos, assim como aos resíduos que interagem com um ligante cristalizado juntamente 

com Tsa1 pelo nosso grupo de pesquisa (PDB: 3SBC), o que gera uma maior confiabilidade dos dados obtidos. 

De forma geral, os resultados obtidos neste projeto representam a primeira abordagem comparativa da 

atividade inibitória de compostos naturais sobre 2-Cys Prx típicas humana e de fungo incluindo a identificação 

de novos compostos da biota costeira brasileira. 
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ABSTRACT: In infections caused by pathogenic fungi, oxidative/nitrosative stress promoted by host defense 

cells and/or by the action of fungicides is used to control pathogen progression. However, in 

immunocompromised individuals, invasive infections and strains resistant to the main fungicides, such as 

amphotericin B (AMB), represent a serious public health problem. The resistance of these pathogens is related 

to several factors, among them the presence of antioxidant enzymes of high efficiency, capable of neutralizing 

the oxidants produced by the host and by the administration of fungicides. In this context, a group of 

peroxidases called Typical 2-Cys Peroxiredoxins (Typical Prx 2-Cys) stand out for breaking down a wide 

variety of hydroperoxides with high specificity and efficiency (k = 106 – 108 M-1s-1), being distributed in the 

most diverse cellular environments and possessing a highly reactive cysteine called peroxidase cysteine (CP). 

Although the typical Prx 2-Cys of pathogenic fungi is a very attractive target for fighting fungal infections, no 

inhibitors of typical Prx 2-Cys have been characterized for these organisms. On the other hand, inhibitors of 

these enzymes have been described for mammals, among them natural diterpenoids such as Adenantine (Adn) 

and JDA-202, which are able to inhibit cytosolic isoforms of the typical human Prx 2-Cys (Prx1 and Prx2), 

leading to tumor remission with low toxicity to healthy cells. Importantly, studies investigating inhibitors of 

typical Prx 2-Cys have never paid attention to a comparative evaluation with enzymes from other organisms. 

Our research group has demonstrated that Adn is able to inhibit the cytosolic isoforms Tsa1 and Tsa2 of 

Saccharomyces cerevisiae, a model organism for biochemical and genetic studies. Investigations performed 

as part of this work revealed that Tsa1 shows high identity with cytosolic isoforms of pathogenic yeasts of the 

genera Candida and Cryptococcus, revealing that this yeast is a good model for studying these microorganisms. 

The objectives of this work were in the search for natural compounds from the coastal biota of São Paulo with 

inhibitory activity on Prx 2-Cys typical of fungi, using as model Tsa1 of S. cerevisiae in a comparative way 

with Prx2, the most abundant isoform of Prx 2-Cys typical of human and in the use of this yeast for in vivo 

assays of the fungicidal potential of the compounds identified as Tsa1 inhibitors, as well as inhibitors + 

fungicides widely used in clinical treatments (e.g. AMB). In this context, the inhibitory properties of Adn, as 

well as ent-cauranic terpenoids and sesquiterpene lactones from Brazilian biota, were evaluated. Our results 

revealed that Adn, as expected, is able to efficiently inhibit human Prx2 and we redetermined its IC50 as 2 ± 

0.13 µM. Regarding natural compounds, our results revealed that compounds NC-EK2, NC-LS1, NC-LS5, 

NC-HP1 and NC-ABP1 were able to exert inhibitory activity on typical Prx 2-Cys by apparently distinct 

mechanisms. We also demonstrated that NC-LS5 is able to exert inhibitory activity on yeast cell growth. 

Evidence obtained by SDS-PAGE indicates that NC-LS1 is able to prevent the formation of disulfides, which 

can be attributed to the carbonyl α-β-unsaturated systems present in its structure, able to effect a Michael 

addition with thiols of the enzymes, indicating an irreversible inhibition like Adn. On the other hand, the NC-

EK2 compound does not have these systems suggesting a competitive type inhibition, however, further 

analysis is needed to arrive at any more conclusive observation. Molecular docking procedures were performed 

on the structures of Tsa1 and Prx2, aiming at a better understanding of the molecular interactions between the 

compounds identified as inhibitors. Initially, we performed the simulations using Tsa1 and the inhibitors Adn 

and NC-LS1, where Adn was used because there are already comparative docking data using Prx1 from 

humans and both are able to block cysteines. Thus, for both compounds, one would expect positive results in 

regions near the cysteines. The results obtained indicate that the positioning of the compounds occurred 

entirely in the region of the active site near the CP and that the interactions for stabilization of the ligands are 

mostly of hydrophobic character involving atoms of the side chains of residues Leu41, Phe45, Leu142, Val167, 

Pro181 and Tyr77 and also of the main chains of Phe45, Leu142. Most of the residues identified in Tsa1 are 

equivalent to residues already reported in the literature, identified by docking in human Prx1, as well as to 

residues interacting with a ligand crystallized together with Tsa1 by our research group (PDB: 3SBC), which 

generates a higher reliability of the obtained data. Overall, the results obtained in this project represent the first 

comparative approach to the inhibitory activity of natural compounds on human and fungal 2-Cys Prx 

including the identification of new compounds from the Brazilian coastal biota. 

 

Keywords: Peroxiredoxins. Inhibitors. Yeasts. Humans. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Infecção por patógenos e espécies reativas de oxigênio e nitrogênio  

Quando um micro-organismo infecta seu hospedeiro, uma das estratégias de defesa contra o 

patógeno é a elevada geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) e de nitrogênio (ERNs) por 

células fagocíticas, fazendo com que o patógeno se depare com um estresse oxidativo/nitrosativo 

promovido pelas células de defesa (Gutiérrez-Escobedo et al., 2020; Rocha et al, 2018). Nesta 

circunstância, ocorre a ativação da NADPH oxidase, também denominada fagócito oxidase, que oxida 

o NADPH e, no processo, reduz o oxigênio molecular (O2) à radical ânion superóxido (O2
•-) 

(Halliwell e Gutteridge, 2015; Moghadam et al., 2021). O O2
•- sofre dismutação espontaneamente 

com taxas de 105 M-1s-1, ou pela enzima superóxido dismutase (Sod) com constantes de 108 M-1s-1, 

produzindo peróxido de hidrogênio (H2O2), uma molécula com grande poder de difusão em 

membranas biológicas, capaz de desencadear mecanismos potencialmente tóxicos para as células 

(Brown et al., 2012; Halliwell e Gutteridge, 2015; Underhill e Ozinsky, 2002). Sua importância em 

processos biológicos também pode ser exemplificada pelo fato que recentemente foi identificado o 

primeiro receptor de H2O2 indicando sua participação em processos de sinalização relacionados à 

homeostase celular (Wu et al., 2020). 

De fato, o H2O2 por si só não é capaz de destruir eficientemente o patógeno, entretanto, 

grânulos azurófilos dos neutrófilos contêm a enzima mieloperoxidase (MPO), que catalisa a reação 

entre o H2O2 e haletos (Cl-), produzindo ácido hipocloroso (HOCl), um potente agente microbicida 

(Winterbourn e Kettle, 2013). Adicionalmente, o H2O2 também é convertido em radical hidroxila 

(HO•), outro agente altamente microbicida, por meio de reações químicas como as de Fenton e de 

Haber-Weiss (Fig. 1), podendo atingir e destruir membranas celulares, proteínas e causar mutações 

em ácidos nucléicos (Halliwell e Gutteridge, 2015).  

A) Reações de Fenton: Fe3+ + O2
●- → Fe2+ + O2 (reação 1)  

 Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH- + HO● (reação 2) 

B) Reação de Haber-Weiss: H2O2 + O2
●- → O2 + OH- + HO● 

Figura 1: Representação das reações de Fenton e de Harber-Weiss, capazes de promover a formação de HO•. A) 

Reações de Fenton, onde a interação entre uma molécula de Fe3+ com um O2
•- resulta na formação de Fe2+ que, ao reagir 

com H2O2, produz HO•. B) Representação da reação de Haber-Weiss, originando HO• a partir da reação entre H2O2 e O2
•. 

 

Outra forma de defesa contra micro-organismos invasores ocorre pela produção do radical 

óxido nítrico (NO•). O NO• é gerado pela oxidação da arginina (Arg) na presença da molécula de 

oxigênio (O2), sendo esta reação catalisada pela enzima óxido nítrico sintetase (NOS) (Fritzsche et 

al., 2010; Prolo et al., 2014). Elevadas concentrações de NO• podem originar uma série de compostos 
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reativos, as ERNs. Por exemplo, a reação NO• com o O2
•- promove a formação de peroxinitrito 

(ONOO-), um potente agente oxidante, capaz de promover danos a biomoléculas como proteínas e 

DNA (Calcerrada et al., 2011; Niles et al., 2006; Saini et al., 2019). 

Adicionalmente, as EROs e ERNs podem atacar diretamente ácidos graxos insaturados e 

iniciar a peroxidação lipídica (Chang e Abbott, 2006; Manevich et al., 2002; Ramana et al., 2019), 

que além de gerar produtos citotóxicos (Sottero et al., 2018), atacam membranas biológicas, 

ocasionando perda de fluidez, queda do potencial de membrana, aumento da permeabilidade ao H+ e 

outros íons que podem resultar na ruptura e extravasamento do conteúdo celular (Alegria et al., 2017). 

Portanto, este é um processo extremamente deletério e a redução dos peróxidos de lipídeos por 

enzimas antioxidantes é um processo fundamental para a sobrevivência do micro-organismo (Alegria 

et al., 2017; Mongkolsuk et al., 1998; Sottero et al., 2018). Neste contexto, para decompor os 

diferentes hidroperóxidos, os patógenos utilizam enzimas altamente eficientes como as glutationa 

peroxidases (Gpx), catalases (Cat) e peroxirredoxinas (Prx) (Broxton e Culotta, 2016; Jaeger e Flohé, 

2006; Oliveira et al., 2021; Rocha et al, 2018; Soares et al., 2017; Staerck et al., 2017; Upadhya et 

al., 2013). No entanto, as Prx merecem destaque, pois possuem distribuição ubíqua entre os 

organismos, múltiplas isoformas, grande variedade de substratos, elevada eficiência catalítica e 

abundância intracelular, aspectos estes que serão abordados a seguir.  

 

1.2 Peroxirredoxinas: variedade de substratos, eficiência catalítica, abundância e classificação  

Em contraste com as Cat, que são aptas a decompor somente o H2O2, as Prx são capazes de 

reduzir o H2O2, peróxidos de lipídeos (Lp-OOH) e peroxinitrito  (Bryk et al., 2000; Netto et al., 1996; 

Jacobson et al., 1989), com alta especificidade e eficiência (k = 106 – 108 M-1 s-1) (Cox et al., 2009; 

Horta et al., 2010; Parsonage et al., 2005; Peskin et al., 2007, Truzzi et al., 2019). Em especial, os 

Lp-OOH possuem uma estrutura mais volumosa do que os outros hidroperóxidos citados e são 

acomodados na cavidade hidrofóbica do sítio ativo das Prx, sendo decompostos eficientemente pelas 

Prx (Baker et al., 2001; Longo et al., 2020; Reyes et al., 2011).  Em eucariotos, estas enzimas são 

amplamente distribuídas nos compartimentos celulares, o que indica que desempenham importante 

função na homeostase celular. Como exemplo, em Saccharomyces cerevisiae foram descritas cinco 

isoformas de Prx, distribuídas no núcleo (nTpx), mitocôndria (Prx1) e citosol (Tsa1, Tsa2 e Ahp1) 

(Park et al., 2000). A abundância das Prx também merece atenção, novamente como exemplo, Tsa1 

é uma das proteínas mais expressas nesta levedura contando com aproximadamente 378.000 

moléculas por célula, o que representa 0.7% de todas suas proteínas solúveis (Ghaemmaghami et al., 

2003; Loberg et al., 2019).  
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Estas enzimas utilizam para a decomposição de hidroperóxidos, um resíduo de cisteína 

reativo, denominado de cisteína peroxidásica (CP) (Horta et al., 2010; Netto et al, 1996; Parsonage et 

al., 2005), o que as difere das Gpx ou Cat, as quais utilizam selenocisteína ou um grupamento 

prostético para a decomposição dos substratos. A maioria das Prx apresenta-se como homodímeros, 

porém, algumas apresentam somente a CP, enquanto outras possuem um segundo resíduo apto a 

formar um dissulfeto com a CP no decorrer do ciclo catalítico, denominado cisteína de resolução (CR) 

(Kang et al., 2005; Wood et al., 2003). Neste contexto, as Prx podem ser classificadas como 1-Cys, a 

qual utiliza somente CP no ciclo catalítico ou 2-Cys, quando há a presença da CR. Há, ainda, uma 

subdivisão quanto as 2-Cys em típicas e atípicas, quando o dissulfeto formado é intermolecular (entre 

as cisteínas dos diferentes monômeros do dímero) ou quando o dissulfeto formado é intramolecular 

(entre as cisteínas presentes na mesma cadeia polipeptídica), respectivamente (Chae et al., 1994; 

Oliveira et al., 2021; Rhee, 2016).  

As Prx 2-Cys típicas representam a classe de Prx mais estudada e, normalmente, mais 

abundante na célula (Kang et al., 2017). Analisando as estruturas terciária e quaternária destas 

enzimas, pode-se observar que a CP se encontra na porção terminal de uma -hélice, favorecendo sua 

desprotonação (tiolato, CP-S-), estando próxima a um resíduo de Arg e um de treonina/serina 

(Thr/Ser), conservados universalmente entre as Prx já descritas até o momento (Tairum et al., 2016). 

Estes três resíduos de aminoácidos (AA) (CP, Thr/Ser e Arg) são denominados de tríade catalítica 

(Fig. 2A) e todos apresentam grande importância na realização da catálise e manutenção de CP em 

sua forma desprotonada (Flohé et al., 2011; Tairum et al., 2016). Durante o ciclo catalítico, a atividade 

peroxidásica das Prx se inicia com o ataque de CP-S- a um átomo de oxigênio de um hidroperóxido, 

resultando em uma clivagem heterolítica da ligação O-O, liberando uma molécula de água (H2O) no 

caso do H2O2, com uma oxidação simultânea de CP-S à CP-SOH (cisteína ácido sulfênico) (Dalla 

Tiezza et al., 2020; Ferrer-Sueta et al., 2011; Hall et al., 2010). Em seguida, ocorre uma condensação 

de CP-SOH com CR-SH, no caso das Prx 2-Cys, levando à formação de um dissulfeto (CP-S-S-CR) e 

liberação de H2O (West et al., 2018). 

Em Prx 2-Cys típicas, a distância entre essas cisteínas é de 10 Å, sendo necessário o 

desenovelamento parcial de uma α-hélice para que seja formado o dissulfeto (Fig. 2B e 2C). Neste 

contexto, quando a CP está reduzida, a α-hélice se encontra enovelada em uma conformação 

denominada de fully folded (FF) e, após a reação com um hidroperóxido, ocorre o desenovelamento 

parcial da α-hélice e formação de dissulfeto, em uma conformação denominada locally unfolded (LU) 

(Kriznik et al., 2020; Wood et al., 2003). Para que seja efetuado um novo ciclo catalítico, após 

oxidação de CP, o dissulfeto formado necessita ser reduzido e esta função é normalmente 
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desempenhada pelo sistema Trx, composto pelas enzimas tiorredoxina (Trx) e tiorredoxina redutase 

(TrxR), que utilizam elétrons provenientes do nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH), 

a partir de uma molécula de flavina adenina dinucleotídeo (FAD). A redução pelo sistema Trx restaura 

a atividade peroxidásica das Prx, tornando-as aptas a decomposição de uma nova molécula de 

hidroperóxido (Discola et al., 2008; Oliveira et al., 2010; Jaeger e Flohé, 2006).  

 

Figura 2: Tríade catalítica e representação das alterações estruturais entre o estado reduzido (FF) e oxidado (LU). 

A) Representação da tríade catalítica de Prx 2-Cys típicas composta pela CP, Thr e Arg (Tsa1 de S. cerevisiae; PDB = 

3SBC), onde a proteína está representada em cartoon (vermelho) e os resíduos de AA da tríade catalítica por balls e sticks 

e coloridos por CPK (C: rosa; O: vermelho, N: azul e S: amarelo escuro). As linhas amarelas tracejadas representam 

interações polares com Thr e Arg responsáveis por manter o S de CP desprotonado em tiolato (S-). B) Representação do 

estado FF com as cisteínas reduzidas da proteína AhpC (Salmonella typhimurium: código PDB = 4MA9). C) 

Representação do estado LU com as cisteínas oxidadas em dissulfeto intermolecular (AhpC de S. typhimurium: PDB = 

1YEP). Em B e C, o dímero está representado em cartoon com um monômero em vermelho e o outro em verde, CP e CR 

são representadas por esferas e coloridas da seguinte forma C: amarelo claro e S: amarelo escuro. As figuras foram geradas 

utilizando o programa PyMOL (www.pymol.org). 

 

1.3 Transições da estrutura quaternária 

Normalmente, as Prx 2-Cys típicas são consideradas como homodímeros (2), entretanto, 

diversos trabalhos demonstram que estas enzimas podem se apresentar, também, como decâmeros 

2(5), através da associação de cinco dímeros por meio da interação entre as interfaces diméricas 

(interface D) (Fig. 3A) (Parsonage et al., 2005; Tairum et al., 2016). Já foi demonstrado que as Prx 

2-Cys típicas se encontram como decâmeros quando suas cisteínas estão reduzidas e aptas para 

decompor hidroperóxidos (Fig. 3A), ao passo que a formação do dissulfeto resulta na dissociação dos 

decâmeros em dímeros (Fig. 3B) (Nelson et al., 2018; Parsonage et al., 2005; Pastor-Flores et al., 

2020; Tairum et al., 2016). Uma das possibilidades aventadas para esta associação seria de uma 

interação cooperativa entre os dímeros para aumentar a eficiência catalítica na decomposição de 

hidroperóxidos (Parsonage et al., 2005), entretanto, existem evidências que estas transições também 

podem estar envolvidas com a participação em vias de sinalização (Nelson et al., 2018; Stocker et al., 

2018).  

Determinadas condições podem alterar o grau oligomérico das Prx 2-Cys típicas, a exemplo 

de quando estas enzimas são submetidas ao estresse oxidativo, onde ocorre a hiperoxidação de CP-
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SOH à CP-SO2H (cisteína ácido sulfínico), em decorrência do ataque de uma segunda molécula de 

hidroperóxido antes da formação do dissulfeto. Neste estado, as Prx 2-Cys típicas são capazes de se 

associar em estruturas de alto peso molecular (High Molecular Weight - HMW) (Fig. 3C). Esta 

alteração da estrutura quaternária está relacionada ao switch de função peroxidase → chaperona 

molecular, a qual, além de proteger a agregação proteica ocasionada por estresse oxidativo, também 

está envolvida na transdução de sinal (Aran et al., 2011; Bolduc et al., 2018; Jang et al., 2004; Pastor-

Flores et al., 2020; Saccoccia et al., 2012; Tairum et al., 2021; Truzzi et al., 2019). Cabe ressaltar que 

essa alteração estrutural só foi descrita para as Prx do grupo 2-Cys típicas. 

 

Figura 3: Diferentes estruturas quaternárias apresentadas por Prx 2-Cys típicas. A) Estrutura de Prx 2-Cys típica 

em seu estado reduzido representado pela união de cinco dímeros formando a estrutura do decâmero. No dímero superior 

um monômero está colorido em verde e outro em amarelo. O restante dos dímeros estão representados em vermelho e a 

interface D é evidenciada pela linha tracejada. B) Dímeros de Prx 2-Cys típica em seu estado oxidado. C) Estrutura 

esférica de complexos HMW de Prx 2-Cys típica hiperoxidada. Para as representações gráficas foi utilizada a coordenada 

cristalográficas de Tsa1 de S. cerevisiae (PDB = 3SBC). As imagens foram elaboradas com o auxílio do programa PyMOL 

(www.pymol.org). 

 

1.4 Fungos patogênicos e defesas antioxidantes 

Nos últimos anos, grande atenção é dada às infecções de origem viral e bacteriana, colocando 

infecções fúngicas em segundo plano (Fisher et al., 2017; Houldcroft et al., 2017; Rodrigues & 

Nosanchuk, 2020). No entanto, estudos recentes demonstram que infecções causadas por fungos 

patogênicos 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 própria 

biodiversidade (Doehlemann et al.,2017; Fisher et al., 2017; Góralska et al.,2018; Kohler et al., 2017; 

von Lilienfeld-Toal et al., 2019). No que tange à saúde humana, infecções fúngicas de baixa gravidade 

atingem até 1.7 bilhões de pessoas anualmente, em todo o mundo (Brown et al., 2012). Entretanto, 

estima-se que infecções invasivas podem levar a morte de até um milhão e meio de pessoas por ano 

(Kim, 2016; Warris e Ballou, 2019). Estudos recentes relatam que a aspergilose pulmonar invasiva, 

comumente causada pelo fungo Aspergillus fumigatus, está associada a uma das complicações de 

C) A) B) 
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pacientes com COVID-19, em estado grave, que necessitam de cuidados em unidades de terapia 

intensiva, podendo piorar o quadro destes pacientes e suas chances de sobrevivência, o que revela um 

grave problema de saúde pública (Arastehfar et al., 2020; Bartoletti et al., 2020; Ghazanfari et al., 

2021). 

Dentre os fungos patogênicos existem diversas leveduras, grupo que se apresenta 

predominantemente sob forma unicelular, que muitas vezes pertencem ao microbioma saudável, mas 

que em determinadas condições, se comportam como agentes infecciosos de diversas doenças de 

importância para saúde humana e animal (Mayer et al., 2013). De fato, mais de 90% das infecções 

fúngicas em humanos são causadas por leveduras do gênero Candida (Castanheira, 2013; Pfaller et 

al., 2010; Spivak et al., 2018; Turner e Butler, 2014) e já foi demonstrado que peroxidases são 

importantes para a infecção e o estabelecimento destes patógenos (Gutiérrez-Escobedo et al, 2020; 

Hromatka et al., 2005; Martchenko et al., 2004). A seguir, daremos ênfase ao papel das Prx 2-Cys 

típicas destes micro-organismos. 

Em Candida albicans, a Prx CaTsa1 é altamente expressa no citosol, como ocorre em S. 

cerevisiae, mas, em contraste, também é presente na superfície celular e está envolvida com a 

resistência ao estresse oxidativo e com o crescimento de hifas (Urban et al., 2005). Foi demonstrado 

que a localização extracelular de Tsa1 também é comum a quatro espécies patogênicas de Candida 

(C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis), revelando um mecanismo comum de proteção 

nestas leveduras (Ramírez-Quijas et al., 2015). Ainda, em C. glabrata, a diminuição da expressão de 

CgTsa1 leva à diminuição significativa da virulência em camundongos (Saijo et al., 2010) e já foi 

demonstrado que CgTsa1 e CgTsa2 são requeridas para sobrevivência dos patógenos em neutrófilos 

humanos e, também, que a expressão destas Prx é induzida nestas condições, indicando a importância 

das mesmas no processo de resistência às defesas do hospedeiro (Gutiérrez-Escobedo et al, 2020). 

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii também representam leveduras patogênicas 

à mamíferos e são agentes etiológicos de doenças como, por exemplo, formas de pneumonia 

frequentemente fatal (criptococose), meningite basal e lesões cerebrais denominadas de criptococoma 

(Chen et al., 2014; Springer et al., 2014). Em C. neoformans, CnTsa1 é induzida sob estresse 

oxidativo, sendo essencial para a resistência ao estresse gerado por H2O2, uma vez que linhagens de 

C. neoformans Δcntsa1 possuem sua virulência diminuída (Missall et al., 2004; Upadhya et al., 2013). 

Cabe ressaltar que a deleção do sistema redutor de CnTsa1 também interfere na virulência em cultura 

de macrófagos, indicando indiretamente a importância da Prx para a sobrevivência do patógeno no 

hospedeiro (Missall e Lodge, 2005), o que está de acordo com dados recentes que indicam que 
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CnTsa1 é capaz de elevar a expressão de seu próprio sistema redutor, aumentando a resistência ao 

estresse oxidativo promovido pelo hospedeiro (Leipheimer et al., 2020). 

Dentre os patógenos emergentes, a levedura Rhodotorula mucilaginosa é amplamente 

distribuída nos mais diversos ambientes terrestres e está relacionada a infecções como fungenemia, 

peritonite, endocardite e meningite em indivíduos imunocomprometidos, sendo isolada, inclusive, de 

pacientes com câncer (Cabral et al., 2017; Troska et al., 2017). Até o presente momento, não foi 

demonstrado o envolvimento de ERNs ou EROs na resposta à infecção por R. mucilaginosa, 

entretanto, em um trabalho envolvendo transcriptoma sob estresse nutricional, realizado em nosso 

laboratório, identificamos um gene altamente expresso com grande homologia com Tsa1 de S. 

cerevisiae (85% de identidade). 

S. cerevisiae é outra levedura que merece destaque como patógeno emergente e oportunista 

(Maleb et al., 2017). Também conhecida como levedura do pão, cerveja e vinho, é amplamente 

distribuída na natureza e largamente utilizada na indústria de panificação, bebidas alcóolicas, 

biocombustíveis e biotecnologia (Llanos et al., 2006; Parapouli et al., 2020). Esta levedura também 

é um modelo de estudos genéticos e bioquímicos em eucariotos, em razão da facilidade de sua 

manipulação, capacidade de utilização de diferentes fontes de carbono para o crescimento de suas 

células e similaridades bioquímicas e genéticas com células de mamíferos (Nielsen, 2019). Em razão 

destas características, cinco prêmios Nobel no século XX foram concedidos a pesquisadores que a 

utilizaram como organismo modelo (três em fisiologia/medicina e dois em química) (Hohmann, 

2016).  

Em diversos organismos, incluindo humanos, S. cerevisiae é encontrada na microbiota 

saudável dos tratos gastrointestinal e respiratório e nas mucosas (Muñoz et al., 2005; Popiel et al., 

2015; Salonen et al., 2000). No entanto, nas últimas décadas, as infecções fúngicas invasivas causadas 

por esta levedura em humanos, normalmente em indivíduos imunocomprometidos, aumentaram 

significativamente, incluindo linhagens resistentes aos fármacos (Davies et al., 2019; Enache-

Angoulvant e Hennequin, 2005; Johnson et al., 2008; Moraes et al., 2020; Parapouli et al., 2020; 

Richardson e Lass-Florl, 2008; Tiballi et al., 1995). As condições clínicas ocasionadas por esta 

levedura podem variar de infecções superficiais simples a infecções sistêmicas, onde a manifestação 

mais importante é a fungemia, que se caracteriza pela presença de fungos na corrente sanguínea, pois 

geralmente é a mais grave (Belet et al., 2005; Muñoz et al., 2005; Souza et al., 2013).  

S. cerevisiae possui patogenicidade inerentemente baixa, com capacidade limitada de aderir 

ou romper a barreira intestinal, o que sugere que o dano local é um requisito para ocorrência de 

infecções sistêmicas (Davies et al., 2020; Popiel et al., 2015). Alguns fatores de risco descritos para 
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infecção são a imunossupressão, o uso de dispositivos intravasculares, tratamento com antibióticos 

de amplo espectro, cirurgias abdominais e transplantes (Belet et al., 2005; Enache-Angoulvant e 

Hennequin, 2005; Hamoud et al., 2011; Olver et al., 2012; Pillai et al., 2014; Popiel et al., 2015; 

Smith et al., 2002; Souza et al., 2013). Muñoz e colaboradores em 2005 relataram uma taxa de 

mortalidade de 28% em pacientes imunocomprometidos com contato direto ou indireto com 

probióticos a base de S. cerevisiae. Novamente, a importância de enzimas antioxidantes em resposta 

às defesas do hospedeiro também foi evidenciada em trabalho envolvendo transcriptoma de linhagens 

virulentas de S. cerevisiae quando incubadas com sangue humano, onde os resultados revelam um 

grande aumento da expressão de diversos genes de enzimas antioxidantes, incluindo Tsa1 e enzimas 

de seu sistema redutor (Llopis et al., 2012).  

 

1.5 Fármacos fungicidas levam à formação de EROs 

Estudos recentes têm apontado que fármacos antifúngicos utilizados no tratamento de 

infecções induzem danos oxidativos que resultam na morte dos patógenos (Belenky et al., 2013; Jee 

et al., 2016; Kohanski et al., 2008; Kohanski et al., 2010; Nyerges et al., 2018). De fato, fármacos 

amplamente utilizados em protocolos terapêuticos para o combate aos fungos patogênicos, como a 

anfotericina B (AMB) e azoles (AZL), que impedem a biossíntese de ergosterol e o crescimento 

celular, também induzem danos oxidativos (Ostrosky-Zeichner et al., 2010). Belenky e colaboradores 

demonstraram que o tratamento com AMB ou miconazol (MCZ) eleva os níveis intracelulares de 

EROs, o que está fortemente relacionado com a morte celular de C. albicans e S. cerevisiae (Fig. 4A), 

corroborando com o estresse oxidativo gerado por fagócitos (Fig. 4B). Os autores demonstraram 

também que a adição de H2O2 é capaz de acentuar a morte celular (Ostrosky-Zeichner et al., 2010).  

 

Figura 4: Modo de ação dos antifúngicos comumente usados contra infecções invasivas e sistêmicas e explosão 

oxidativa em fagócitos. A) A AMB e o MCZ são capazes de causar distúrbios metabólicos que geram o acúmulo de 
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EROs, que têm múltiplos efeitos tóxicos nas células fúngicas. B) Explosão respiratória gerada em fagócitos como 

mecanismo de defesa na eliminação de patógenos, onde na presença de íons de ferro, o HO• pode ser formado através da 

reação de Fenton e/ou de Haber-Weiss. 

 

Posteriormente, foi demonstrado que a estimulação do aumento intracelular de O2
•-, utilizando 

linhagens cujo os genes sod foram deletados ou através da inibição da enzima Sod por N-N'-

dietilditiocarbamato, eleva significativamente a morte celular de C. albicans em reposta ao tratamento 

com AMB (De Cremer et al., 2016). Análises transcriptômicas demonstraram que o tratamento de S. 

cerevisiae com AMB leva à redução da expressão de genes de enzimas relacionadas à assimilação de 

enxofre e enzimas de combate ao estresse oxidativo, como a Tsa1 (Pang et al., 2017). Além disso, a 

deleção do gene AHP1 de C. albicans diminuiu significativamente a resistência dessa levedura a 

AMB (Truong et al., 2016) e, em fungos fitopatogênicos como o Alternaria alternata, a mutação 

Δtsa1 gerou uma maior sensibilidade aos fungicidas utilizados, indicando que a capacidade de 

resistência ao estresse oxidativo corrobora para a virulência desse fungo (Ma et al., 2018). 

 De forma geral, os resultados apontam a necessidade de enzimas capazes de decompor O2
•- e 

H2O2, uma vez que são importantes para evitar a formação de espécies radicalares como HO•, através 

de reações químicas como as de Fenton e Harber Weiss (Fig. 1).Neste contexto, o bloqueio de 

enzimas antioxidantes por agentes químicos é capaz de acentuar a morte celular dos patógenos 

quando submetidos à estresse oxidativo ou tratamento com antibióticos e, a utilização de inibidores 

destas enzimas antioxidantes é uma abordagem que tem sua importância cada vez mais reconhecida 

(Birben et al., 2012; Edlich e Lyr, 1992; Shekhova et al., 2017). No entanto, os hospedeiros, incluindo 

os humanos, possuem enzimas extremamente semelhantes às dos patógenos e os inibidores acabam 

sendo tóxicos também para as células dos hospedeiros (Benov e Fridovich, 1994; Brennan et al., 

2015; Mishra e Imlay, 2012; Roberts e Hirst, 1996; Sugadev et al., 2011). Neste cenário, um 

importante alvo seriam as Prx 2-Cys típicas, uma vez que a identidade entre as Prx 2-Cys típicas de 

leveduras patogênicas e humanos é < 60%, possuindo diferenças, inclusive, de AA envolvidos na 

ligação com substratos. Acreditamos que pequenas diferenças estruturais podem levar a diferenças 

importantes na interação enzima-ligante, tópico este que será abordado a seguir. 

 

1.6 Similaridade e identidade de Prx 2-Cys típicas não correspondem a redundância funcional 

S. cerevisiae possui duas isoformas citosólicas de Prx 2-Cys típicas, denominadas Tsa1 e 

Tsa2, que compartilham em sua estrutura primária 86% de identidade e 96% de similaridade. Devido 

à esta característica, alguns autores sugerem que elas possuem funções redundantes (Chae et al., 1993; 

Ross et al., 2000). Ainda que apresentem alta similaridade e identidade, existem diferenças 
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significativas como abundância (Tsa1 ~378.000; Tsa2 ~4.800 cópias por célula) (Ghaemmaghami et 

al., 2003), padrão de expressão (Tsa1 = constitutiva; Tsa2 = induzível) (Kim et al., 1988; Munhoz e 

Netto, 2004) e pKa da CP (Tsa1 = 5.4; Tsa2 = 6.3) (Ogusucu et al., 2007). No caso do pKa, cabe 

ressaltar que isto significa que Tsa1 possui uma reatividade sobre hidroperóxidos ~10× superior à de 

Tsa2. Outra diferença fundamental, que existe entre as duas proteínas, é que em Tsa1 existe uma Thr 

como parte da tríade catalítica, a qual é naturalmente substituída por Ser em Tsa2 (Tairum et al., 

2016; Tairum et al., 2021). Entretanto, este fato sempre foi negligenciado pois ambos AA possuem 

um O que pode estabilizar o tiolato de CP. 

No entanto, demonstramos que a substituição natural de Thr por Ser em Tsa1 e Tsa2 é capaz 

de afetar as transições estruturais destas enzimas, uma vez que a enzima que possui naturalmente a 

Thr (Tsa1) transita entre decâmeros (reduzida) e dímeros (oxidada), enquanto que Tsa2, a qual possui 

naturalmente Ser como parte da tríade catalítica, se apresenta constitutivamente decamérica. Cabe 

ressaltar que substituições recíprocas (Thr→Ser ou Ser→Thr) revertem as características 

oligoméricas das mesmas (Tairum et al., 2016). Análises estruturais e moleculares nos levaram a 

postular que uma vez que Thr se encontra intimamente associada a interface D, efetuando uma 

interação do tipo CH-- com o resíduo de Tyr77 do dímero adjacente (Fig. 5C), a transição FF para 

LU leva a ruptura das interações entre as interfaces D, levando à dissociação do decâmero. Por sua 

vez, a presença de uma Ser como parte da tríade catalítica, em Tsa2, não é capaz de efetuar esta 

interação (Fig. 5F), o que permitiria a transição FF→LU sem a dissociação do decâmero (Tairum et 

al., 2016). Posteriormente, foi demonstrado que a substituição Thr→Ser também exerce o mesmo 

efeito em transições estruturais de Prx 2-Cys típicas de bactérias (Nelson et al., 2018). Em acordo 

com nossas observações, a determinação da estrutura de Tsa2 revelou que a Ser possui maior 

liberdade de movimento apresentando diferentes rotâmeros (Nielsen et al., 2016), interferindo na 

desprotonação de CP e influenciando nas diferenças de pKa observados entre Tsa1 e Tsa2.  

Recentemente demonstramos que essa substituição é capaz de conferir elevada 

resistência/suscetibilidade à hiperoxidação de CP e afinidade por substratos (H2O2 e peróxido de 

cumeno - CHP) (Tairum et al., 2021). Curiosamente, esta característica não aparenta ser conservada 

em mamíferos, uma vez que não são encontradas enzimas contendo Ser na tríade catalítica. Estes 

resultados demonstram que diferenças estruturais aparentemente sutis podem levar a contrastes 

funcionais entre as Prx 2-Cys típicas. 
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Figura 5: Interações Tsa1 e Tsa2 na interface D. A) Homodímero Tsa1 representado em cartoon com um monômero 

colorido em verde e o adjacente em vermelho (PDB = 3SBC). B) Decâmero de Tsa1. C) Interação entre Thr44 e Tyr77 na 

interface D do decâmero de Tsa1. Neste caso, é efetuada uma ligação CH-- entre os átomos de carbono dos AA. D) 

Homodímero Tsa2 representado em cartoon com um monômero colorido em verde e o adjacente em azul (PDB = 5DVB). 

E) Decâmero de Tsa2. F) Interface D do decâmero, onde não ocorrem interações moleculares entre Ser44 e Tyr77. Os 

átomos representados por esferas foram coloridos como segue: O = vermelho, N = azul e S = laranja, os átomos de carbono 

seguem a mesma tonalidade da cadeia adjacente. As representações gráficas foram geradas utilizando o programa PyMOL 

(www.pymol.org). 

 

1.7 Inibidores de Prx e potenciais moléculas inibitórias oriundas da biota costeira brasileira  

Em humanos, a expressão aumentada das Prx 2-Cys típicas citosólicas, Prx1 e Prx2, está 

relacionada com doenças genéticas como, por exemplo, o câncer (Hou et al., 2014; Lee et al., 2019; 

Liu et al., 2013; Shi et al., 2017) e a busca por inibidores para estas proteínas desperta interesse 

crescente (Brindisi et al., 2015; Haraldsen et al., 2009; Liu et al., 2013; Shi et al., 2017; Yang et al., 

2016; Zhao et al., 2015). Até o presente momento, doze moléculas capazes de inibir as Prx 2-Cys 

típicas foram descritas: adenantina (Adn), conoidina A, N-N-dissubstituido 3-aminometil quinolona, 

triptolide, celastrol, withaferina A, AMRI-59, H7, JDA-202, frenolicina B, parvifolina AA (PAA) e 

um rutênio organometálico (Fig. 6) (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). 

Dentre eles, o JDA-202 e a Adn são diterpenóides pertencentes à classe dos ent-caurânicos, mas 

somente a Adn está disponível comercialmente. 

Tyr77 Thr44 

CP 

Arg123 

C) 
A) B) 

D) E) 
Tyr77 

Ser44 

CP 

Arg123 

F) 
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Figura 6: Estruturas químicas de inibidores de Prx2 2-Cys típicas. Adn (A), Conoidina A (B), N-N-disubstituido 3-

aminometil quinolona (C), Triptolide (D), Celastrol (E), Withaferina A (F), AMRI-59 (G), JDA-202 (H), H7 (I), PAA 

(J), Frenolicina B (K) e rutênio organometalico (L3). 
 

Resultados promissores revelam que o tratamento com Adn, diterpenóide natural isolado de 

Isodon adenanthus, in vitro em células tumorais de leucemia mielóide aguda, é capaz de induzir a 

diferenciação de células neoplásicas em células mielóides pela via de H2O2-ERK1/2-C/EBPb, ou 

mesmo promover a apoptose das células tumorais (Liu et al., 2012). Estudos posteriores in vitro, 

demonstraram que a utilização da Adn é capaz de promover apoptose de hepatocarcinomas, e sua 

administração in vivo em camundongos contendo xenoenxertos de hepatocarcinomas humanos leva 

a regressão tumoral, com reduzidos efeitos colaterais (Hou et al., 2014). Mais recentemente, foi 

demonstrado que Adn é capaz de atuar sobre células tumorais pulmonares, causando apoptose e/ou 

promovendo a diferenciação de células leucêmicas (Hu et al., 2019; Mo et al., 2019), e, também, 

promove efetivamente a morte de linhagens celulares de leucemia linfoblástica aguda precursora de 

células B (Fidyt et al., 2019). 

O composto JDA-202, diterpenóide natural isolado de Isodon rubescens, possui forte 

atividade antiproliferativa em linhagens tumorais de células de esôfago (Shi et al., 2017), inibindo a 

atividade de Prx1 in vitro e induzindo significativamente a morte celular. Adicionalmente, os 

pesquisadores demonstraram que JDA-202 inibiu consideravelmente o crescimento de xenoenxerto 

(38.3%) de tumor na linhagem em camundongos, sem a perda significativa de massa corporal e 

toxicidades aos órgãos no final do tratamento com JDA-202 (Shi et al., 2017). Foi demonstrado que 

tanto JDA-202 quanto Adn se ligam as cisteínas de Prx 2-Cys típicas, atuando como aceptores de 

Michael em uma reação de adição entre um sistema carbonílico ,-insaturado da Adn e o S das 
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cisteínas de Prx1 e Prx2, impedindo a formação do dissulfeto intermolecular (Liu et al., 2012; Liu et 

al., 2013; Shi et al., 2017; Soethoudt et al., 2014). É importante ressaltar que a Prx1 e Prx2 de humanos 

(e de mamíferos de forma geral) são altamente semelhantes, apresentando 91% de similaridade e 78% 

identidade. No entanto, ocorre a inibição diferencial de Prx1 e Prx2, tanto por JDA-202, quanto Adn. 

Ainda, os resultados obtidos revelam que o IC50 do composto JDA-202, possui uma afinidade 10 

mais acentuada para Prx1, quando comparado com Prx2 (5.3 ± 0.7 e 49.2 ± 1.7 µM, respectivamente), 

similar ao determinado para Adn (1.5 e 15 µM, respectivamente) (Liu et al., 2012; Shi et al., 2017).  

Recentemente, outro composto natural pertencente à classe dos ent-caurânos foi relatado 

como inibidor de Prx1/Prx2 de humanos, a PAA, diterpenóide também isolado de Isodon rubescens 

(Zhu et al., 2019). Foi demonstrado que a PAA ao inibir a atividade de Prx1 e Prx2 se ligando 

covalentemente à cisteina, ativa a via ROS/ERK e aumenta a lise tumoral mediada por células Natural 

Killer (NK), por regulação positiva dos ligantes NKG2D em células de carcinoma hepatocelular. É 

importante ressaltar que os ensaios foram realizados in vivo e não foram observados níveis 

aumentados de NKG2D em células sadias do fígado, indicando uma especificidade de PAA com as 

células tumorais. Além disso, também foi investigada a ação da Adn na regulação da expressão dos 

ligantes NKG2D em células de hepatocarcinoma celular e os resultados demonstraram efeitos 

semelhantes a PAA, sugerindo um papel importante da classe dos ent-caurânos na regulação da 

resposta imune mediada por células NK (Zhu et al., 2019). 

 Apesar de inibidores terem sido identificados para Prx 2-Cys típicas de humanos, nenhum 

deles havia sido utilizado para avaliar a inibição sobre enzimas de leveduras. Neste contexto, durante 

o mestrado de Melina C. Santos (pesquisadora de nosso grupo), foi investigada a possibilidade de 

Adn inibir diferencialmente Tsa1, que possui Thr como parte da tríade catalítica, e Tsa2, que possui 

Ser. Os resultados demonstraram que Tsa2 sofre inibição significativamente maior quando 

comparada com Tsa1 e, ao utilizar o mutante Tsa1T44S, para avaliar se a substituição Thr→Ser estava 

envolvida nestas diferenças, os resultados revelaram que a enzima se tornou muito mais suscetível à 

inibição por Adn. 

É importante ressaltar que estudos envolvendo a inibição de Prx 2-Cys típicas de leveduras 

não estão disponíveis na literatura e, estudos comparativos avaliando a inibição de enzimas de 

levedura e humanos ainda não foram efetuados. De fato, existe a possibilidade que uma mesma 

molécula identificada para a remissão de tumores (e.g. Adn), possa apresentar propriedades inibitórias 

mais acentuadas para Prx 2-Cys típicas de outros organismos (e.g. patógenos), devido a 

peculiaridades estruturais das proteínas, o que tornaria sua utilização possível para outras finalidades 
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terapêuticas. Além disso, a identificação de potenciais moléculas inibitórias oriundas da biota 

florística brasileira valoriza a nossa biodiversidade. 
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