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Resumo

A criptococose ¢ uma infeccdo fungica fatal que se constitui em um problema de saude
crescente principalmente em individuos imunocomprometidas. As altas taxas de letalidade
associadas as infecgdes por fungos indicam as falhas existentes nas atuais terapias, bem como o
arsenal limitado de drogas com potencial antifingico, sendo que muitas apresentam efeitos
colaterais ou toxicos. Ainda, a complexidade do tratamento pode ser atribuida em sua maior parte
ao surgimento de resisténcia, demonstrando uma necessidade urgente de uma nova geragao de
agentes antifungicos efetivos. A identificacdo de genes conservados essenciais necessarios para o
crescimento de fungos patogé€nicos ¢ uma estratégia para a busca de novos alvos. Por gendmica
comparativa foram identificados genes ortdlogos ausentes no genoma humano e presentes em
fungos patogénicos humanos, entre estes, a tioredoxina redutase (Trrl), que foi selecionada como
um possivel candidato para a busca de novas drogas antifungicas. Trrl faz parte de um complexo
conhecido como sistema tioredoxina, que contém a tioredoxina (Trx), tioredoxina redutase (Trr) e o
NADPH. Esta flavoenzima est4 localizada no citoplasma das células fungicas e desempenha um

papel critico na manutenc¢ao do estado redox de diferentes tipos celulares.

Neste trabalho foram purificadas e cristalizadas as proteinas recombinantes Trrl e Trx1 de
C. neoformans e na auséncia de estruturas tridimensionais resolvidas para proteinas que participam
do sistema tioredoxina em fungos patogénicos, foi determinada a estrutura 3D por cristalografia de
raios X destas duas proteinas. As estruturas CnTrx1 e CnTrrl foram resolvidas a 1,8 e 2,25 A de
resolugdo, respectivamente. Os resultados mostraram que CrTrxl é um mondémero em solugdo,
estruturalmente tem um dobramento tipico contendo o motivo do sitio ativo Cys-Gly-Pro-Cys
conservado. Pequenas diferengas estruturais relacionadas com o seu estado oxidado e com regides
conservadas ao redor do local catalitico foram observadas quando comparadas com tioredoxinas de
outras espécies. O estudo mostrou apenas mudancas menores entre CnTrx1 e Trx de Malassezia
sympodialis usada como modelo. Embora as Trx tenham sido isoladas e caracterizadas em muitos
organismos, essa nova estrutura 3D fornece informagdes importantes para a compreensao estrutural
e funcional de Trx em fungos patogénicos humanos. Em relagdo a CnTrrl, a enzima ¢ dimérica em
solucdo, a massa molecular da enzima purificada por cromatografia de filtragdo em gel, foi estimada
em cerca de 75 kDa. Além disso, observou-se que a intensidade de fluorescéncia da proteina
diminui com o aumento da concentracdo de NADPH, apesar de ndo ter ocorrido forte deslocamento
do centro de massa. Em pHs mais acidos a enzima apresentou uma maior mudanga conformacional.
Em adi¢do, os resultados de dicroismo circular mostraram que as condi¢des alcalinas e neutras nao
promovem alteragdes consideraveis da estrutura secundaria em compara¢ao com pHs acidos, e a

estabilidade térmica da proteina em diferentes pHs, foi maior em pH 7,0. A analise estrutural de
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CnTrr]l mostrou que o mondmero ¢ composto por dois dominios que formam os sitios de ligagdo ao
FAD e ao NADPH. A distancia de 2,04 A entre os dois residuos de cisteina mostra que CnTrrl
encontra-se na forma oxidada (FO). Como relatado em outros estudos, foi observado que o
dissulfeto do sitio ativo estd enterrado entre os dominios e nao ¢ acessivel para o substrato. A
comparagdo de CnTrrl com Trr de baixa massa molecular revelou que a enzima fungica tem /oops
extra na regido N- e C-terminal. Adicionalmente, a obten¢do do modelo CnTrrl na forma reduzida
(FR), revelou a mudanca conformacional do dominio de NADPH. O modelo na conformag¢dao FR
apo6s simulacao de dinamica molecular, foi usado para construir o modelo complexado Trrl1-Trx1 de
C. neoformans. Os resultados mostraram que CrnTrx1 interage com os dois dominios na CnTrrl, e

varias interagdes parecem ser responsaveis pelo reconhecimento proteina-substrato em fungos.

Ja o estudo da atividade antifingica in vitro com moléculas identificadas pela varredura
virtual, mostrou que 2 moléculas, nas concentracdes de 16 e 64 pg/mL, foram capazes de inibir o
crescimento in vitro do fungo C. neoformans. Além disso, apds o tratamento com essas moléculas,
as cé¢lulas de levedura apresentaram alteragdes morfoldgicas, devido provavelmente aos defeitos de
divisdo celular. Embora estas moléculas ndo apresentaram toxicidade in vitro, a administracao
destas ndo foi capaz de reduzir a carga fingica em tecidos dos camundongos (pulmao e cérebro).
Em paralelo, foram realizados os ensaios de caracterizacdo e inibi¢do enzimadtica. Os valores dos
parametros cinéticos K,, € V.. foram 1,344 uM, e 0,003697 uM/s, respectivamente, enquanto que
os ensaios de inibi¢do da CnTrrl confirmaram que as 2 moléculas foram capazes de inibir
especificamente a proteina recombinante Trrl. Visando investigar a interagdo das moléculas na
estrutura 3D de CnTrrl, as moléculas inibitérias foram submetidas aos ensaios de docking,
modelagem e dindmica molecular. Os resultados mostraram que os compostos tém afinidade de
ligacdo pelo sitio do complexo enzima-substrato mas, também ocuparam o sitio dos cofatores.
Finalmente, os estudos funcionais sobre o gene TRRI em C. neoformans, substituindo o promotor
endogeno deste gene, demostraram que este participa na regulagdo de alguns dos fenétipos de
viruléncia, e estd associado com a resisténcia a varios agentes causadores de estresse. Ja o
tratamento com as 2 moléculas mencionadas mostrou ligeiras diferencas na atividade inibitoria da
proteina Trrl. Os resultados anteriores de 7RRI evidenciam a essencialidade deste gene no
crescimento fungico in vitro, ¢ confirmam a Trrl, como um alvo potencial para pesquisa e

desenvolvimento de novos farmacos contra o fungo patogénico C. neoformans.

Palavras chaves: Tioredoxina redutase 1, Tioredoxina 1, Cryptococcus neoformans, Moléculas

inibitdrias, Estrutura cristalografica.
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Abstract

Cryptococcosis is a fatal fungal infection that is a growing health problem, especially in
immunocompromised individuals. The high lethality rates associated with fungal infections
indicate that there are shortcomings in current therapies, as well as the limited arsenal of antifungal
drugs, many of which present collateral or toxic effects. Further, the complexity of the treatment can
be mostly attributed to the emergence of resistance, demonstrating an urgent need for a new
generation of effective antifungal agents. Identification of conserved essential genes required for the
growth of pathogenic fungi is a strategy for finding new targets. Studies comparative genomics
identified orthologous genes absent in the human genome and present in human pathogenic fungi,
among these, thioredoxin reductase (Trrl) was selected as a possible candidate for the search for
new antifungal drugs. Trrl is part of a thioredoxin complex, which contains thioredoxin (Trx),
thioredoxin reductase (Trrl), and NADPH. This flavoenzyme is found in fungal cytoplasm and

plays a critical role in maintaining the redox state of different cell types.

In this work, the Trrl and Trx1 recombinant proteins of C. neoformans were purified and
crystallized, in the absence of resolved three-dimensional structures for proteins participating in the
thioredoxin system in pathogenic fungi, the 3D structure was determined by X-ray crystallography.
The CnTrx1 and CnTrrl structures were resolved at 1.8 and 2.25 A resolution, respectively. The
results showed that CrnTrx1 is a monomer in solution, structurally it has a typical folding containing
the conserved Cys-Gly-Pro-Cys active site motif. Small structural differences related to their
oxidized state and conserved regions around the catalytic site were observed when compared with
thioredoxins from other species. The study showed only minor changes between CnTrxl and
Malassezia sympodialis Trx used as a search model. Although Trx have been isolated and
characterized in many organisms, this new 3D structure provides important information for the
structural and functional understanding of Trx in human pathogenic fungi. Regarding CnTrrl, the
enzyme is dimeric in solution, the molecular weight of the protein by gel filtration chromatography
was estimated to be about 75 kDa. Also, it was observed that the fluorescence intensity of the
protein decreases with increasing concentration of NADPH, however, there was no strong
displacement of the center of mass. In the more acidic pHs the enzyme presented a greater
conformational change. In addition, circular dichroism showed that alkaline and neutral conditions
do not promote significant alterations in secondary structure when compared to acidic pH, and the
thermal stability of the protein at different pHs was higher at pH 7.0. Structural analysis of CnTrrl
showed that the monomer is composed of two domains that form the FAD/NADPH binding sites.
The distance of 2.04 A between the two Cys residues shows that CnTrrl is in the oxidized form
(FO). As reported in other studies, it has been observed that the active site disulfide is buried
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between the domains and is not accessible to the substrate. Comparison of CrTrrl with low
molecular weight Trr revealed that the fungal enzyme have extra loops in the N- and C-terminal
regions. Additionally, obtaining reduced-form model (FR) revealed the conformational change in
the NADPH domain. The FR conformation model after molecular dynamics simulation was used to
built a simulated model of Trr1-Trx1 complex of C. neoformans. The results showed that CnTrx1
package against both domains in CnTrrl, and several interactions appeared to be responsible for

protein-substrate recognition in fungi.

On the other hand, evaluation of the in vitro antifungal activity with small molecules
identified by the virtual screening showed that 2 molecules, at concentrations of 16 and 64 pg/mL,
were able to inhibit in vitro growth of C. neoformans. In addition, after treatment with these
molecules, yeast cells showed morphological changes probably due to defects in cell replication.
Although the molecules were not toxic in vitro, the administration of these molecules did not reduce
tissue fungal burden in mice infected (lung and brain). In parallel, enzymatic characterization and
inhibition tests were performed. The kinetic parameters K,, and V... were 1.344 uM, and 0.003697
uM/s, respectively, whereas the inhibition assays of CnTrrl confirmed that the 2 molecules are
capable of specifically inhibiting the recombinant Trrl protein. Aiming to investigate the interaction
of the molecules in the 3D structure of CnTrrl, inhibitory molecules were subjected to docking,
modeling and molecular dynamics assays. The results showed that the compounds have binding
affinity for the substrate complexation site, but also occupied the site of the cofactors. Finally,
functional studies in C. neoformans by replacing the endogenous 7RRI promoter have
demonstrated that it participates in the regulation of some virulence phenotypes and it is associated
with susceptibility to various stresses. Already, the treatment with the mentioned 2 molecules
showed slight differences in the inhibitory activity of the protein CnTrrl. Previous results of TRR]
evidenced the essentiality of this gene for the in vitro growth, and confirm Trrl as a potential target

for research and development of new drugs against the pathogenic fungus C. neoformans.

Key words: Thioredoxin reductase 1, Thioredoxin 1, Cryptococcus neoformans, Inhibitory

molecules, Crystallographic structure.
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1. INTRODUCAO

1.1 Infecc¢des fungicas

Individuos saudaveis sdo suscetiveis as infecgdes superficiais, cutdneas, subcutaneas e,
em certos casos, as infec¢des sistémicas que causam uma variedade de condi¢des que vao
desde pé de atleta e infecgdes nas unhas até severas doengas disseminadas e com risco de
morte (Barrett, 2002). Muitas infeccdes fungicas sdo causadas por patdogenos oportunistas,
podendo ser enddgenas (Candida) ou adquiridas a partir do ambiente (Cryptococcus,
Aspergillus) (Garibotto et al., 2010). Infecgdes por fungos invasivos e dermatomicoses sao
produzidas por organismos fingicos em individuos com maior vulnerabilidade. Nos ultimos
anos, a incidéncia e gravidade das doencas fungicas tem aumentado, particularmente em
pacientes com imunidade comprometida (individuos com AIDS, submetidos a quimioterapia e
transplantados). O niimero crescente de casos de fungos envolvidos na sepse ¢ uma tendéncia

que provavelmente continuara em um futuro préximo (Sarmiento et al., 2011).

1.2 Fungos patogénicos

As infec¢des fungicas sdo provocadas por dois tipos de microorganismos: patdgenos
primarios e patdgenos oportunistas. Os agentes patogénicos primdrios sdo naturalmente
capazes de estabelecer uma infeccdo na populagdo saudavel. Em contraste, os agentes
oportunistas, sdo capazes de desenvolver colonizagdo infecciosa do corpo humano quando
critérios especificos, como imunossupressao, estao presentes. Os fungos patogénicos podem
ser divididos em trés grupos principais: os fungos filamentosos, os dimorficos e as leveduras.
A maioria dos agentes patogénicos primarios sdo fungos filamentosos, enquanto que a maioria
de patogenos oportunistas sdo leveduras, embora algumas espécies de fungos filamentosos
sdo cada vez mais identificadas como patogenos oportunistas. E importante destacar que as
infeccdes flingicas podem ser classificadas também em fungdo do tecido infectado

(Vandeputte et al., 2012) (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas das principais infeccoes flingicas no mundo

Localizacao Tipo de Género mais Estimativa na incidéncia da
no corpo patogeno Orgao frequente infecdo (casos /ano)
Superficial Primario Pele e cabelo Malassezia ~140,000,000

Trichophyton
Cutanea Primario Pele e unha Epidermophyton ~1,500,000,000
Microsporum

18



Vagina, trato Candida ~75,000,000
Mucosa Oportunista | digestivo, trato
urinario e olhos Aspergillus, ~9,500,000
Fusarium ~1,000,000
Candida ~300,000
Qualquer orgdo Aspergillus ~350,000
Sistémica Oportunista (pulmoes, Cryptococcus ~1,000,000
cérebro, sangue Histoplasma ~500,000
etc.) Pneumocystis >200,000
Coccidioidomyces até 300,000

Fonte: adaptado de Vandeputte, et al., (2012).

1.3 Doencas humanas causadas por fungos patogénicos

O surto de meningite fungica causada pelo Exserohilum rostratum em pacientes
administrados com injec¢des de esteroides epidurais contaminadas, resultou em 64 mortes nos
EUA, recebendo muita ateng¢do ja que os casos de meningite atribuidos as variedades de
fungos implicados eram tdo raros que sua descoberta e tratamento médico trouxeram ao
conhecimento publico/autoridades de satde, a dificuldade do tratamento destas infecc¢des
fingicas sistémicas (Pappas, 2013).

Em geral e com menor avaliagdo existem varios fungos patogénicos que representam
uma ameaga grave para a saude humana. De fato, atualmente morrem mais pessoas por
meningite causadas por Cryptococcus neoformans e C. gattii em todo o mundo do que pela
tuberculose ou a malaria (Brown et al., 2012). Os fungos patogénicos mais frequentemente
responsaveis por mortalidade humana sdo: Aspergillus fumigatus, Candida spp.
(predominantemente C. albicans), Cryptococcus neoformans, Pneumocystis carinii, € 0s
fungos dimorficos que causam micoses endémicas (Coccidioides immitis, Histoplasma
capsulatum, Blastomyces dermatites ¢ Paracoccidioides brasiliensis e P. lutzii). Estes fungos
representam um risco particularmente elevado para individuos com imunidade comprometida,

e essa populagdo de hospedeiros suscetiveis esta em aumento (Hof, 2010).

Tem havido um aumento na incidéncia de infecgdes fingicas nas ultimas décadas,
principalmente devido a pandemia de AIDS, aos pacientes que receberam quimioterapia e
transplante alogénico de medula 6ssea, aos pacientes gravemente doentes em unidades de
cuidado intensivo, e ao envelhecimento da populagdo humana (Masur et al., 2009). Embora as
doencas humanas e animais causadas por micotoxinas (produtos naturais toxicos produzidos

por fungos) tenham efeitos abrangentes sobre a historia humana, as infeccdes fungicas
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humanas geralmente recebem menos aten¢do do que doencgas bacterianas e virais. Apesar da
incidéncia das infecgdes flngicas sistémicas ser consideravelmente inferior do que as
infecgcdes superficiais, as taxas de letalidade das infec¢des flngicas invasivas sdo muito
elevadas, frequentemente superior a 50%, apesar do uso de drogas antifiingicas (Brown et al.,
2012). O diagnostico precoce da doenca e a identificagdo do agente patogé€nico fingico sdo
provavelmente os maiores desafios para o tratamento de infec¢des flngicas invasivas. A
eficacia das drogas usadas atualmente ¢ limitada por questdes como: via de administracao,
espectro de atividade, biodisponibilidade, toxicidade, resisténcia aos medicamentos e o alto
custo (Calderone et al., 2012). Atualmente, doze drogas antifungicas estdo aprovadas para o
tratamento de infec¢des fungicas sist€émicas nos EUA e no Brasil. Estes incluem quatro drogas
da classe dos azois: fluconazol, itraconazol, voriconazol e posaconazol, quatro formulagdes
diferentes de polieno (anfotericina B): anfotericina B deoxicolato, anfotericina B complexo
lipidico, anfotericina B dispersdo coloidal e anfotericina B liposomal, trés drogas da classe
das equinocandinas: caspofungina, micafungina e anidulafungina, ¢ uma pirimidina: 5-
fluorocitosina. Estes medicamentos antifungicos sdo diferentes no espectro de atividade,

toxicidade, modos de acdo e farmacocinética (Andes 2013).

Atualmente os medicamentos disponiveis ndo atendem a demanda das infec¢des por
fungos em pacientes com susceptibilidade aumentada, por exemplo, pacientes com cancer,
AIDS, HIV, diabetes, transplante de 6rgdos, ou cirurgia, entre outros (Kathiravan et al., 2012).
Novos antifingicos sdo urgentemente necessarios, porém, encontrar alvos bioquimicos
seletivos para mamiferos em patdogenos eucarioticos € mais desafiador do que em procariontes
ou virus (Butts e Krysan, 2012). Além disso, devido ao mercado relativamente pequeno,
apenas poucas empresas estdo trabalhando para desenvolver novos antifungicos (Brown ef al.,

2012).

1.4 Criptococose

A criptococose ¢ uma das mais importantes infecgdes flingicas sistémicas nos seres
humanos (Chayakulkeeree et al., 2007). Na maioria dos casos a criptococose manifesta-se
como meningoencefalite em individuos imunocomprometidos e ¢ causada por uma das trés
espécies principais de Cryptococcus: C. neoformans. var. grubii; C. neoformans var.
neoformans; e C. gattii. C. gattii, apesar de representar apenas 1% desses casos, tem sido alvo

de diversas pesquisas devido ao surto da infeccdo em British Columbia, Canada, e na regido
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do Noroeste Pacifico dos EUA, ja que tem afetado individuos com nenhuma alteracio

aparente na funcao imunologica (Rolston, 2013).

Embora a disponibilidade generalizada de terapia anti-retroviral (ART) em paises
desenvolvidos venha ajudando a melhorar o sistema imunoldgico de muitos pacientes com
HIV de modo que estes nao se tornem vulnerdveis a infeccdo por Cryptococcus, a meningite
criptocdcica ainda ¢ um grande problema em paises subdesenvolvidos onde a prevaléncia de
HIV ¢ alta e o acesso aos cuidados de saude sdo limitados. Os dados mais atuais de 2017,
estimam que 220.000 casos de meningite criptocdcica ocorrem em pessoas com HIV/AIDS
em todo o mundo a cada ano, resultando em quase 181.000 mortes. A maioria dos casos de

meningite criptocdcica ocorre na Africa subsaariana (Figura 1) (Rajasingham et al., 2017).
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Figura 1. Incidéncia anual de infeccdo criptocécica (A) Por pais, estimou-se 223.100 casos de
incidentes anuais de meningite criptococica em 2014. (B) Carga global de meningite criptococica
relacionada com o HIV. Fonte: adaptado de http://www.cdc.gov/fungal/diseases/cryptococcosis-
neoformans/statistics.html.
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1.4.1 Cryptococcus neoformans

C. neoformans ¢ um patdogeno oportunista que causa tanto doengas pulmonares quanto
meningoencefalite em pacientes imunocomprometidos, embora infec¢des isoladas tenham
sido documentadas em individuos sem deficiéncia aparente do sistema imunologico (D’Souza
et al., 2004). Com base nas diferengas antigénicas na capsula polissacaridica, C. neoformans
pode ser dividido em quatro sorotipos, A, B, C e D, com um quinto sorotipo AD
ocasionalmente observado (Kwon-Chung e Varma, 2006); com base na sua morfologia,
bioquimica e genética, foi classificado da seguinte forma: C. neoformans variedade grubii, o
sorotipo A, C. neoformans variedade neoformans, sorotipo D, e C. gattii, os sorotipos Be C, e
o sorotipo hibrido AD (Hagen et al., 2010). Vérias interespécies hibridas t€ém sido descritas,
como o hibrido entre C. neoformans var. grubii e Cryptococcus gattii (Aminnejad et al.,

2012).

O fungo C. neoformans ¢ de ampla distribuicdo mundial, tem sido isolado a partir de
diversas fontes como vegetais em decomposi¢do, do solo e particularmente de excretas de
aves, como pombos, sendo os ultimos uma das maiores fontes ambientais do fungo
(Casadevall e Perfect 1998). A criptococose ¢ causada pela inalacdo de particulas infecciosas
(esporos ou c¢lulas dissecas) que iniciam uma infec¢do pulmonar (Giles et al, 2009). Uma
vez inalado pelo organismo, os propagulos podem crescer nos alvéolos dos pulmodes e causar
doencas respiratorias. A infecgdo pode ser assintomatica, cronica ou aguda, sendo que
infeccdes pulmonares sdo a maioria das vezes assintomaticas. Dependendo do estado
imunologico do paciente, a criptococose ¢ mais frequentemente reconhecida apds a
disseminagdo para o sistema nervoso central onde pode causar meningoencefalite (Voelz e
May, 2010). Esta forma clinica ¢ a mais comum na América Latina, com 85% dos casos
causado por C. neoformans. Segundo Idnurm e cols., nos ultimos anos, o uso de terapias
antifungicas e anti-retrovirais provocou uma reduc¢do na prevaléncia de criptococose, porém, a

doencga nao deixou de ser uma preocupagao (Idnurm et al., 2005).

1.4.2 Resisténcia de Cryptococcus

Cryptococcus alcangou um importante lugar na micologia clinica como levedura
"revestida de agucar" (capsula polissacaridica) que pode eficientemente matar o hospedeiro
suscetivel com e sem tratamento, e representa um importante sistema modelo de fungos para o

estudo e desenvolvimento de principios em patogénese fungica, diagnostico e tratamento. Em
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primeiro lugar, mostrou-se que diferentes cepas de Cryptococcus spp. no local de infecg¢ao
(por exemplo no espago subaracndideo humano) podem funcionalmente reagir de forma
diferente no que diz respeito a regulagdo das respostas ao estresse e genes transportadores
(Chen et al., 2014). Em segundo lugar, o mecanismo de heteroresisténcia ao fluconazol em
Cryptococcus spp. tem sido descrito por Sionov e cols., e foi demonstrado também in vivo
(Sionov et al, 2013). Assim, a resisténcia as drogas pode resultar da plasticidade
cromossomica induzida por estresse e a formacao de aneuploidia que envolve a duplicagao
génica do alvo(s) ou bombas de efluxo aos azbis. Esta observagdo fenotipica de resisténcia as
drogas ocorre comumente em pacientes com uma alta carga de leveduras no liquido
cefalorraquidiano (LCR) durante os efeitos fungistaticos do tratamento com o fluconazol. No
entanto, quando a levedura ¢ isolada do hospedeiro e cresce in vitro sob condigdes nutritivas
normais, essa aneuploidia ¢ resolvida e a levedura ¢ fenotipicamente susceptivel ao azol. Esta
desconexdo entre os testes in vitro e in vivo de susceptibilidade antifungica para Cryptococcus
pode ser altamente confusa devido a genética e patobiologia da levedura. Em terceiro lugar, o
liquido cefalorraquidiano bioloégico humano, representa um desafio para esta levedura que
tem que cumprir com uma série de controles genéticos de adaptacdo em um ambiente hostil
(Lee et al., 2010). Em quarto lugar, é importante ressaltar que, em muitos aspectos, as
respostas fenotipicas e genéticas sdo utilizadas de forma semelhante pelas cepas C.
neoformans ¢ C. gattii. No entanto, existem algumas diferencas entre estas espécies,
refletindo nos aproximadamente 40 milhdes de anos de separagdo genética e, portanto a sua

fisiopatologia ndo ¢ exatamente a mesma (Ngamskulrungroj et al., 2012).
1.5 Principais determinantes da viruléncia
1.5.1 Capsula

A cépsula polissacaridica rica em residuos de mananas em torno da parede celular ¢
uma das caracteristicas marcantes de C. neoformans (Doering, 2009). Esta estrutura pode
variar em espessura em resposta a varias condi¢des associadas com o hospedeiro, tais como
pH neutro/alcalino, niveis elevados de CO,, baixa glicose, baixos niveis de nitrogénio e soro
(Vartivarian et al., 1993). Além disto, sua sintese requer uma complexa ativagao das vias
metabolicas para fornecer a energia celular e carboidratos, precursores necessarios para a

modulacdo desta estrutura complexa (O’Meara e Alspaugh, 2012).
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A Capsula de C. neoformans ¢é constituida principalmente de glucuronoxilomanano
(GXM ~90 a 95%), com uma pequena por¢do de galactoxilomanano (GalXM ~5%) e
manoproteinas (1%), e envolve a parede celular do fungo formando uma barreira fisica
durante a infec¢do (Zaragoza et al., 2009). Zaragoza e cols., descreveram estudos cinéticos
detalhados da formagdo de capsula criptocdcica. Neste processo de biossintese, o "custo
energético" ¢ altamente dependente da funcdo mitocondrial intacta. O aumento da capsula
também ocorre principalmente durante a fase G1 do ciclo celular, no qual as células estdo
ativas em processos de crescimento celular (Zaragoza et al., 2010). Estudos demonstraram
que a capsula estd relacionada a atividade antifagocitica e imunomodulatdria, ela atua na
resisténcia a fagocitose mediada por macréfagos, neutrofilos e monocitos. Resulta na
diminui¢do da fagocitose, havendo consideravel diminui¢ao da apresentagdo de antigenos nas
células T, acarretando diminuicdo da resposta imunoldgica. Limitacdes de ferro, ions e
aminoacidos, levam a intensa elaboragdo da estrutura capsular por parte do fungo (Janbon e

Doering, 2011).

1.5.2 Melanina

A melanina ¢ um pigmento hidrofobico, negativamente carregado, formado a partir da
polimerizacdo oxidativa de compostos fenodlicos. No complexo Cryptococcus, a sintese deste
composto ¢ catalisada pela enzima lacase a partir de fontes exogenas de 3-4 dihidroxifenil
alanina (DOPA), norepinefrina, epinefrina e dopamina (Ngamskulrungroj e Meyer, 2009). Tal
atributo confere vantagem ao fungo quando este ¢ exposto a radiacdo UV, bem como confere
protecdo as drogas antifungicas e radicais livres, sendo a lacase codificada pelos genes LACI

e LAC2 (Pukkila-Worley et al., 2005).

1.5.3 Habilidade de crescimento a temperatura fisiologica do hospedeiro mamifero.

Para causar infec¢do em humanos, C. neoformans precisa ser capaz de crescer a 37 °C.
Um dos genes envolvidos na tolerancia a altas temperaturas ¢ o que codifica a subunidade
calcineurina (CNA), uma fosfatase envolvida na resposta ao estresse em leveduras. Os
mutantes do gene CNAI sdo incapazes de crescer a 37 °C, bem como apresentam viruléncia
atenuada em modelo de infeccdo animal, porém crescem normalmente na temperatura 6tima
para C. neoformans (Odom et al., 1997). Analises do perfil transcricional de C. neoformans a

temperatura fisiologica demonstraram inducao da expressao de 49 genes (Kraus et al., 2004).
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Rosa e cols., identificaram 29 genes diferencialmente expressos a 37 °C, envolvidos em
estresse, sinaliza¢ao, montagem da parede celular, integridade da membrana e metabolismo
(Rosa e Silva ef al., 2008). Linhagens mutantes com defeitos de crescimento a 37 °C tendem a
serem hipovirulentas, sendo este um dos fenétipos avaliados no estudo de dele¢do de genes

em Cryptococcus.

1.6 A evolucio de estratégias terapéuticas antifingicas
Até o século XIX a maioria das doencas infecciosas eram atribuidas a bactérias,
parasitas e virus e talvez casos menos frequentes de doengas por fungos que poderiam ter

prevalecido e que antes de 1800 ndo foram reconhecidas ou documentadas (Knoke e

Schwesinger, 1994).

As infecgdes das mucosas e as sistémicas sdo muitas vezes "oportunistas"; tendem a se
manifestar quando a imunidade estd comprometida, e muitas vezes levam a infecg¢des fatais.
Estas infecgdes sao frequentemente associadas a altas taxas de morbidade e letalidade, embora
seja pequeno o grupo alvo comparado com contrapartes virais ou bacterianas (Brown et al.,
2012). Um estudo realizado pelo Instituto Nacional de Satude, nos EUA, mostrou que entre
1980 e 1997, a taxa de mortalidade devido as micoses invasivas aumentou em 320% (McNeil
et al.,2001). A razdo da elevada taxa de morbidade era a falta de diagnostico, o surgimento de

resisténcia aos medicamentos, e a falta de efetiva terapia antifingica.

O desenvolvimento de agentes terapéuticos antifungicos representa um consideravel
desafio, dado que os fungos sao eucariotas como os hospedeiros humanos que eles infectam.
Isto deixa poucos alvos distintos que podem ser empregados para o desenvolvimento de
antifingicos. No final dos anos 1950 formula¢des intravenosas de polienos tais como
Anfotericina B e Nistatina B foram desenvolvidas como a primeira geracdo de antifungicos.
Os polienos sdo drogas anfipaticas que possuem caracteristicas hidrofobicas e hidrofilicas
sendo capazes de se ligar ao ergosterol da membrana, um componente que ¢ analogo ao
colesterol em membranas celulares de mamiferos. No entanto, sdo problematicos pela alta

toxicidade em seres humanos (Shapiro ef al., 2011).

Duas décadas mais tarde, um grande avango foi feito com o desenvolvimento dos
azdis com formulagdes intravenosas e orais. Os azois tem como alvo a via de biossintese de
ergosterol, inibindo a enzima biossintética 14-a lanosterol demetilase codificada pelo ERG11

(Odds et al., 2003). Os azo6is, incluindo os imidazdis e triazdis, sdo uma classe de compostos
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heterociclicos de cinco membros contendo nitrogénio, que tém sido o grupo mais amplamente
utilizado de antifingicos por aproximadamente duas décadas. No entanto, este medicamento
mostrou desvantagens como a dificuldade de administracdo e seus efeitos toxicos.
Atualmente, existem cinco drogas triazois disponiveis para uso clinico, fluconazol,
itraconazol, voriconazol, posaconazol e cetoconazol. As equinocandinas, sio uma nova
classe de antifungicos aprovados nas ultimas décadas. Atualmente, existem trés drogas
pertencentes a esta classe que estdo disponiveis para uso clinico desde 2001: caspofungina,
micafungina e anidulafungina. As equinocandinas sdo moléculas lipopeptidicas grandes que
atuam como inibidores ndo competitivos da enzima (1,3)-B-D-glucana sintase (codificada
pelo FKSI em C. albicans, C. neoformans, ¢ A. fumigatus e pelo FKSI e FKS2 em C.
glabrata e S. cerevisiae). A interrupcao na sintese deste polissacarideo resulta na perda da

integridade e estresse na parede celular fungica (Uppuluri et al., 2010).

Como pode ser observado na Figura 2 a grande maioria dos antifingicos tem como
alvo o ergosterol na membrana da célula fungica, a biossintese do ergosterol, ou a biossintese
de (1,3) B-D-glucana, um importante componente da parede celular fungica (Pierce et al.,

2013).

Equinocandinas: inibem a
sintese de B-glucana

Sintese de DNA: /
alvos para
analogos de
pirimidina Polienos: ligagcdo ao ergosterol
(Flucitosina) na membrana celular

Az6is: bloqueio da
biossintese de ergosterol

Figura 2. Agentes antifingicos e seus alvos. Diagrama esquematico que ilustra os mecanismos de
acdo, em nivel celular, das mais importantes classes de agentes antifiingicos utilizados clinicamente.
Polienos ligam-se ao ergosterol na membrana da célula fungica; azo6is bloqueiam a biossintese de
ergosterol; equinocandinas inibem a sintese de B-glucana afetando a parede celular do fungo e 5-
fluorocitosina inibe a sintese de acido nucleico. Fonte: adaptado de Pierce et al., (2013) e Brown et
al, (2012).

26



1.7 Mecanismos de resisténcia a antifiingicos

Apesar da disponibilidade de agentes antifungicos; a incidéncia de micoses, a taxa de
morte, a complexidade do tratamento e a falta de diagndstico podem ser atribuidas na maior
parte ao surgimento de resisténcia as terapias antifungicas. Esta condicdo ¢ exacerbada,

especialmente em pacientes com imunidade comprometida (Pappas et al., 2010).

O fendémeno de resisténcia ao medicamento pode ser devido a razdes multifacetadas
tais como, aumento do efluxo da droga, alteracdes fenotipicas no sitio alvo da droga,
recombinagdes gendmicas que minimizam o efeito toxico do medicamento e formacdo de
biofilmes. Como mostrado na Tabela 2, ha vérias maneiras em que os fungos poderiam
desenvolver resisténcia aos medicamentos (Srinivasan et al., 2014), por exemplo, o0s azois sao
notérios por sua elevada predisposi¢ao a resisténcia através de multiplos mecanismos, entre
eles a expressdo de bombas de efluxo e alteragdes na enzima alvo (Vazquez et al., 2013).
Embora a resisténcia aos polienos seja relativamente rara, varios estudos relataram que as
espécies de Candida ndo-albicans tais como glabrata, krusei, e particularmente /[usitaniae
apresentam resisténcia intrinseca ou tém uma maior propensdo para desenvolver resisténcia
aos polienos (Perea ef al., 2001). Outros fungos invasivos que exibem resisténcia intrinseca a
anfotericina B sdo Aspergillus terreus, Trichosporon beigelii, Fusarium sp., Scopulariopsis
sp. ¢ fungos dematiaceos, com taxas de mortalidade maiores de 70% (Collin et al., 1999).
Entretanto, C. neoformans exibe resisténcia intrinseca as equinocandinas (Shapiro et al.,
2011). Mesmo assim, o crescente surgimento de cepas resistentes as equinocandinas pode ser
considerado um sinal de urgéncia para a busca da proéxima geracdo de antifingicos

(Berenguer et al., 1997).

Além destes medicamentos, alilaminas, antimetabodlitos e analogos de pirimidina,
também tém sido usados desde 1970. Mesmo assim, as cepas fungicas rapidamente
desenvolveram resisténcia pela mutacao e interferéncia dos transportadores celulares desses
compostos (Perlin, 2011). Por esta razdo, se recorre a terapia de combinacdo com azdis ou
anfotericina B. A administracdo de combinacdes antifiingicas ¢ muito rara por causa de fatores
de alto risco, tais como intera¢cdes multidrogas, toxicidade e algumas preocupacdes sobre

potenciais efeitos antagonicos.
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Tabela 2. Antiflingicos e mecanismos mais frequentes de resisténcia aos medicamentos

Antiflingicos

Modo de acio Mecanismo de a¢ao

Mecanismo de resisténcia

Polienos
Anfotericina B

Ligacdo ao ergosterol e
ligacdo aos esterois na

-Reducdo da concentragdo de

Fungicida membrana celular. ergosterol e ablagdo da ligagdo da
Nistatina Permeabilizacao da droga alvo.
membrana através da -Alteracdo na familia do gene
formacéo de canais POL.
Az6is
Fluconazol Afeta a biossintese do -Efluxo da droga pelos
ergosterol bloqueando a transportadores de multidrogas;
Itraconazol enzima chave, nos genes da familia ABC.
14a-lanosterol demetilase
Cetoconazol (Ergllp). -Substitui¢ao de aminoacidos de
Fungistatico Ergllp afetando a ligagdo da
Posaconazol droga alvo.
Voriconazol -Superexpressao de Ergl1p
minimizando o efeito da droga.
Miconazol
-Alteragdo na concentracdo de
esterol toxico, devido a mutagao
no alelo Erg3.
Equinocandinas Ligacdo a B-(1,3)-D-
Fungistatico glucana sintase ¢ inibigdo ~ -Mutagdo nas unidades de ligacdo
Caspofungina  ou fungicida  da B-(1,3)-D-glucana, um  Fksl e Fks2.
Micafungina componente da parede
celular.
Anidulafungina
Alilaminas Interfere com a biossintese
Terbinafina de ergosterol pela inibicdo  -Interferéncia de transportadores
Fungistatico da esqualeno epoxidase multidrogas.
Naftifina (Erglp).
Analogos de Inibe a sintese celular do -Mutagdo em citosina permease e
pirimidina Fungicida DNA e RNA afetando a deaminase.

5-flucitosina

maquinaria molecular.

Fonte: adaptado de Srinivasan et al., (2014).

1.8 Busca de potenciais alvos para o desenvolvimento de novas drogas antifingicas

Moléculas antifingicas potentes foram descobertas em décadas anteriores, mas apenas
algumas delas avangaram nos estudos clinicos necessarios para comprovagao de sua eficacia e
seguranga (Lewis, 2011). Alguns dos principais problemas de saude, tais como varios tipos de
infecciosas, diabetes e doengas neurodegenerativas necessitam de

cancer, doencas

medicamentos inovadores, entretanto, o desenvolvimento de novas drogas ocorre lentamente
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e envolve um alto custo. De acordo com phRMA (Pharmaceutical Research and
Manufacturers of America), dentre 5.000 a 10.000 moléculas testadas, normalmente apenas
uma chega ao mercado, sendo um processo que leva em média de 10 anos para ser finalizado
dependendo da 4rea terapéutica (dados atuais http://www.phrma.org/innovation/clinical-
trials), e pode custar até 2,6 bilhdes de dolares para se colocar uma tnica droga disponivel.
Além disso, a resisténcia aos farmacos ameaga a utilidade do limitado arsenal de agentes

antifingicos.

O acesso as sequéncias genOmicas completas de patogenos e do genoma humano
trouxe a possibilidade de que genes-alvo possam ser racionalmente identificados (Saidani et
al., 2009). Segundo Felipe e cols., a andlise global do transcriptoma de P. brasiliensis
forneceu informagdes sobre as sequéncias relacionadas ao ciclo celular, resposta ao estresse,
resisténcia a droga, e as vias de transdugdo de sinais do patogeno (Felipe et al., 2005). Assim,
a crescente disponibilidade de genomas completos permite abordar a estratégia de busca e
desenvolvimento de novas drogas antifungicas usando uma abordagem comparativa de
diferentes genomas, visando identificar genes de relevancia para a sobrevivéncia do patdogeno

(Rispail et al., 2009).

A identificagdo de genes conservados essenciais necessarios para o crescimento de
fungos patogénicos oferece uma estratégia ideal para a busca de novos alvos de drogas
antifungicas. Hu e cols., demonstraram por meio da estratégia de substituicdo de um promotor
condicional a essencialidade de genes presentes no fungo patogénico A. fumigatus. Esta
estratégia utilizou o promotor regulavel de nitrogénio Niid (PNii4) para excluir e substituir o
promotor enddgeno de genes selecionados. Ao aplicar esta estratégia para 54 genes de
diversas agdes bioldgicas, cujas fungdes ortdlogas sdo conhecidas por serem essenciais para o
crescimento em S. cerevisiae ¢ C. albicans, estes autores identificaram 35 genes essenciais

para o crescimento micelial em A4. fumigatus (Hu et al., 2007).

Através de gendmica comparativa, realizada pelo nosso grupo, que foi empregada com
o objetivo de identificar e selecionar possiveis genes alvo presentes no transcriptoma/genoma
de P lutzii (Pb0Ol) e em genomas de outros fungos patogénicos humanos de relevancia
mundial (4. fumigatus, B. Dermatidis, C. albicans, C. immitis, C neoformans, H. capsulatum
e o género Paracoccidioides spp.) foram encontrados 57 genes, contendo 55 essenciais e 2

genes ndo essenciais (kre2 e erg6) considerados importantes para a viabilidade e para a
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interagdo patdgeno-hospedeiro de varias espécies de fungos patogénicos humanos. Como
resultado, foram identificados 10 genes ortdlogos ausentes no genoma humano e presentes em
fungos patogénicos humanos (Tabela 3), entre estes, quatro genes (trrl, rim8, kre2 e erg6)
foram selecionados como possiveis candidatos para a busca de novas drogas antifungicas.
Dois desses genes codificam para proteinas (Trrl e Kre2) que mostraram identidade
significativa quando comparados com modelos ja depositados no banco de dados de estruturas
PDB, os quais foram usados para realizar modelagem por homologia para ambas enzimas
(Abadio et al., 2011). Os quatro alvos escolhidos além de serem essenciais para a viabilidade
da célula fungica, deveriam cumprir com outros 6 critérios de seleg@o: estar presente em todos
os patogenos analisados, estar ausente no genoma humano, ser preferivelmente uma enzima
para facilitar os ensaios de atividade biologica, ndo ser auxotrofico, possuir uma localizagao
celular accessivel a drogas, e ter preferencialmente uma estrutura tridimensional homdloga no
PDB.

Tabela 3. Potenciais genes alvo selecionados para desenvolvimento de novas drogas
antifungicas.

C e . . Molde no . Identidade de
Gene Processo Biologico Citolocalizaciao PDB Organismo sequéncia (%)
Trrl Homeostases redox Citoplasma 1ITJ Saccharomyces cerevisiae 65
celular 1VDC Arabidopsis thaliana 57
aurl Metabolismo celular Golgi e membrana * * *
plasmatica
mak5s Biogénese do Nucléolo 1HVS Methanocaldococcus 30
ribossomo Jjannaschii
chsl Biogénese/degradagio = Membrana plasmatica * * *
da parede celular
tom4(0 Transporte de proteina Membrana da 2QK9 Homo sapiens 34
mitocondria
kre6  Biogénese/degradacio n Membrana do Golgi 2VYO0 Pyrococcus furiosus 32
da parede celular
fks1  Organizagio da parede Membrana plasmatica IR1IM Neisseria meningitidis 32
celular/biogénese
kre2 Manosilagao de Membrana do Golgi 1S4N Saccharomyces cerevisiae 50
proteinas
ergb Biossintese de Membrana do Reticulo 3BUS Lechevalieria 32
ergosterol endoplasmatico aerocolonigenes
rim8  Regulador de resposta Citoplasma 3G3L Bacteroides fragilis 38
ao pH

* Estrutura ausente no PDB (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Fonte: adaptado de Abadio et
al., (2011).
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A determinacdo da localizagdo intracelular de proteinas é importante para entender
melhor a fung¢do proteica. Além de ser importante para a avaliagdo e identificacdo de possiveis
alvos de drogas e sua acessibilidade (Cseke ef al., 2011). Segundo Vandeputte e cols., varias
abordagens nos ultimos anos tém sido desenvolvidas, os pesquisadores pretendem descobrir
novas drogas antifungicas testando compostos médicos ja existentes, compostos naturais a
partir de fontes como plantas e microorganismos, ou por meio do screening de compostos

quimicos (Vandeputte et al., 2012).

1.9 CnTrr1 como alvo molecular para o desenvolvimento de novas drogas antifingicas

No citoplasma da maioria das células as proteinas encontram-se no estado reduzido,
em contraste com as proteinas extracelulares onde ligacdes dissulfeto sdo comumente
encontradas e ajudam a manter a sua estrutura em um ambiente muito hostil. Tioredoxinas e
glutaredoxinas sdo proteinas termoestaveis capazes de reduzir pontes dissulfeto nas proteinas-
alvo. Estas oxidoredutases contém duas cisteinas vizinhas em seu sitio ativo que apos reducao
do dissulfeto alvo tornam-se oxidadas. O dissulfeto da tioredoxina ¢ reduzido numa reacao
catalisada pela tioredoxina redutase a partir do NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo

fosfato) como doador de elétrons. (Ritz e Beckwith, 2001).

As tioredoxinas redutases (Trr) sdo oxidoredutases necessarias para a redugdo do sitio
ativo dissulfeto da tioredoxina (Trx), portanto, responsaveis pela manuten¢ao do conjunto de
Trxs reduzidas e ativas. A tioredoxina redutase ¢ uma flavoenzima que se liga a um
dinucleotideo de flavina-adenina e ao NADPH. Est4 localizada no citoplasma das células
fungicas e desempenha um papel critico na manutencdo do estado redox de células. As
flavoenzimas contém dois centros redox: um FAD e um grupo dissulfeto/ditiol em cada
subunidade. Assim, a tioredoxina redutase faz parte de um complexo conhecido como sistema
tioredoxina, que contém a tioredoxina, tioredoxina redutase ¢ NADPH, atuando como um
sistema de dissulfeto redutase. Portanto, a fungdo desse sistema ¢ reduzir pontes dissulfeto em

proteinas-alvo (Figura 3).
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Figura 3. Cascata do sistema redox da tioredoxina redutase. A nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato reduzida (NADPH) + H' é gerada pela via fosfato pentose. NADPH + H' reduz a tioredoxina
redutase oxidada (Trr.x), que regenera o conjunto de Trx reduzida (TrX.q). Trx reduzida contribui para
manter um ambiente redutor para diferentes proteinas. A Trr, possui dois centros redox, um grupo
dissulfeto- ditiol, que reduz a tioredoxina, ¢ um cofator (FAD), que recebe elétrons provenientes do
NADPH. Fonte: adaptado de Lee et al., (2013), com modificacdes.

Trr/Trx constituem um sistema fundamental para defesa contra estresse oxidativo,
além disso, o sistema Trx em bactérias, leveduras e mamiferos estd envolvido na regulagdo da
sintese de DNA, na modulacao das vias de sinalizagdo intracelular e extracelular, na regulacao
de fatores de transcricdo, na modulacao da resposta imunitaria € no crescimento celular e

apoptose (Arnér e Holmgren, 2000).

Dois tipos de Trr foram caracterizadas, a isoforma de alta massa molecular (H-Trr)
(~55 kDa), presente em mamiferos e alguns parasitas e a isoforma de baixa massa molecular
(L-Trr) (~35 kDa) encontrada na maioria das bactérias, plantas e fungos. Entretanto, a
identidade de sequéncia entre L- e H-Trr ¢ de apenas ~20%. Além disso, H-Trr tem um centro
redox-ativo (com um padrio CXXXXC) no dominio de ligagdo ao FAD, que ndo tem
equivalente no dominio de ligacdo ao FAD das L-Trr. Na L-Trr, o dissulfeto redox ativo
(motivo CXXC) esta localizado no dominio de NADPH. Outra diferenga das H-Trr ¢ um
dominio C-terminal (o dominio de interface), ausente em L-Trr, que € responsavel pela
dimerizacdo e esta envolvido na catalise (Hirt er al, 2002). Embora estas isoformas
apresentem funcgdes semelhantes, as estruturas das proteinas sdo muito diferentes, e
consequentemente a tioredoxina redutase pode ser um alvo terapéutico seletivo contra fungos
patogénicos. Em eucariotos superiores, a distancia entre esses dominios e sua orientacdo
permite a transferéncia de elétrons a partir de NADPH para o dissulfeto da Trx sem a

necessidade de uma grande alteracdo na conformacdo da Trr. Em procariotos e fungos, os
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dominios de ligacdo ao NADPH e ao FAD estio localizados em lados opostos da molécula,
necessitando de uma alteracdo conformacional significativa para que ocorra o transporte de
elétrons. Além disso, os centros redoxi dissulfeto-ditiol estdo enterrados dentro da cadeia
polipeptidica, criando uma barreira estérica para reducdo da tioredoxina. Os estados finais
decorrente deste movimento dos dominios foi observado na tioredoxina redutase de E. coli,
que pode adotar uma conformacao alternativa, denominada FR (forma reduzida), em que os
dominios de ligacdo ao NADPH e ao FAD sofrem uma rotagao de 67°, permitindo assim a
transferéncia de elétrons (Lennon et al., 2000). Esta rotagdo faz a transi¢cdo entre as
conformacdes FO e FR, colocando o NADPH e o centro dissulfeto proximos ao anel da
flavina e expde, assim, os residuos de cisteina para interagirem com a tioredoxina (Oliveira et
al., 2010). Em mamiferos existem duas tioredoxinas redutases, a citosélica e a mitocondrial,
que sdo codificadas por genes diferentes. Estas isomorfas sdo selenoproteinas e contém um
residuo de selenocisteina proximo ao carbono terminal, que € essencial para a sua atividade

(Nordberg e Arnér, 2001).

Embora, as Trr isoladas de eubactérias e eucariotas inferiores tém sido extensivamente
caracterizadas, ndo existe informagdo disponivel sobre a estrutura tridimensional de Trr em
fungos patogénicos humanos. Em S. cerevisiae, ha duas enzimas tioredoxina redutase
localizadas em diferentes compartimentos, ScTrrl no citoplasma e ScTrr2 na mitocondria. A
delecao do gene Trrl de S. cerevisiae mostra defeitos extremos de crescimento e sensibilidade
ao H,O,. Em relacdo a tioredoxina de S. cerevisiae, ha duas citosoélicas (ScTrx1 e ScTrx2) e
uma mitocondrial (ScTrx3) (Zhang et al., 2009). ScTrx1 e ScTrx2 apresentam 78% de
identidade de sequéncia de aminodcidos e demonstram 46% (ScTrx1) e 43% (ScTrx2) de
identidade de sequéncia de aminoacidos com ScTrx3 (Oliveira et al., 2010). Em decorréncia
dessa homologia, esses autores mostraram que ScTrrl citosdlica ¢ capaz de reduzir as trés
tioredoxinas, Trx1, Trx2 e Trx3 de S. cerevisiae, com eficiéncia. Entretanto, ScTrrl, ndo é
capaz de reduzir tioredoxinas de E. coli e Homo sapiens. Dessa forma, ScTrr apresenta uma

atividade espécie especifica com a tioredoxina de levedura.

A anélise da estrutura de Trrl, em S. cerevisiae, mostrou que o mondémero (Figura 4)
¢ composto por dois dominios B-a-B-0-f que formam os sitios de ligacdo ao NADPH e ao
FAD. Os residuos de cisteina (Cys'**-Ala-Val-Cys'*) sdo encontrados em um loop que contém
o sitio de ligagdo ao NADPH e formam uma ligacdo dissulfeto, que estd proxima ao FAD

(Oliveira et al., 2010).
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Figura 4. Estrutura global do mondémero
Trrl de 8. cerevisiae. Fonte: adaptado de
Oliveira et al., (2010).

As tioredoxinas (Trx) sdo pequenas proteinas redox encontradas em todas as células
vivas. Elas sofrem uma reducdo dependente de NADPH pelas Trxs redutases e em seguida
reduzem grupos de cisteinas oxidadas em proteinas alvo. A atividade catalitica da Trx baseia-
se nas duas cisteinas redox ativas na sequéncia altamente conservada WCGPC. O mecanismo
proposto para a ag¢ao redutora da tioredoxina envolve a ligagdo de um substrato oxidado X-S2
a uma superficie hidrofobica da proteina. Neste ambiente hidrofébico do complexo, o tiolato
do residuo de cisteina amino-terminal (Cys* na tioredoxina de E. coli) age como um
nucledfilo, se ligando covalentemente ao substrato através de um dissulfeto misto
intermediario —Cys*-S-S-X-. A forma desprotonada da cisteina carboxi-terminal (Cys® na
tioredoxina de E. coli) entdo ataca este dissulfeto, liberando o substrato reduzido X-SH e a
tioredoxina oxidada —C32-C35-, que pode ser novamente reduzida pela tioredoxina redutase
(Holmgren, 1985). A atividade tem sido encontrada fora da célula (estimulacdo do
crescimento celular e quimiotaxia), no citoplasma (regulacao da atividade de um fator de

transcri¢do) e na mitocondria (Powis e Montfort, 2001).

Trx ¢ uma molécula altamente estruturada com 90% de seus residuos envolvidos em
elementos estruturais secundarios regulares ou voltas envolvendo ligagdes hidrogénio. Para
outras proteinas, esse numero ¢ usualmente menor que 70%. A primeira estrutura

tridimensional de Trx de um organismo fotossintético resolvida, foi a Trx2 de Anabaena sp.
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(Dai et al., 1996). Estudos estruturais de dois tioredoxinas, Trx m e Trx f, de cloroplastos
foram determinados poucos anos depois (Capitani et al., 2000). As estruturas foram
determinadas na forma oxidada, para Trx f recombinante (Trx f-L) (Figura 5) e também na
forma oxidada e reduzida para Trx m (a uma resolucdo de 2.1A e 2.3A, respectivamente). As
estruturas de Trx f e Trx m exibem uma tipica Trx-fold consistindo de folhas-f centrais
flanqueadas por 4 a-hélices. Estas hélices sdo anfipaticas e interagem com a folha-f§ central.
Trx f contém uma a-hélice adicional no N-terminal e uma terceira cisteina exposta perto do
sitio-ativo. As estruturas tridimensionais das Trxs do cloroplasto sdo bastantes semelhantes,
no entanto, as duas proteinas tém uma topologia de superficie e distribuicdo de carga diferente

ao redor do sitio-ativo (Capitani et al., 2000).

Figura 5. Estrutura global do monémero Trx f
de cloroplastos de espinafre. As cadeias laterais
dos residuos do motivo do sitio ativo WGGPC
aparecem no modo balls e sticks, bem como a
cadeia lateral de Cys”. Fonte: adaptado de
Capitani et al., (2000).

1.10 Viabilidade celular do alvo Trr1 e o seu substrato

A tioredoxina redutase € uma enzima antioxidante, que esta localizada no citoplasma das
células fungicas e desempenha um papel critico na manuten¢do do estado redox de células
(Kontou et al., 2004). Para se entender o mecanismo de agao dos antifingicos especificos para
Trrl € necessario que se compreenda qual o papel deste na biologia do fungo em questao. Trr
mantém as proteinas tioredoxina em seu estado reduzido e consequentemente ativo. Ja Trx,
quando em seu estado reduzido, regula o estado de oxidacdo e a funcdo de diversas proteinas
(Williams et al., 2000). Em C. neoformans a dele¢do de TRRI resulta na perda de viabilidade
celular enquanto que mutantes f7x/A apresentam um defeito grave de crescimento e sdo

sensiveis ao estresse oxidativo (Missall e Lodge, 2005; Upadhya et al., 2013). Os
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componentes do sistema da tioredoxina, representado pela tioredoxina Trxl e Trx2 e
tioredoxina redutase, estdo envolvidos na redugdo e reciclagem da forma oxidada, inativa da
peroxiredoxina (Wood e Hollomon, 2003). Em C. neoformans, a delecdo destes genes tornam
o fungo sensivel ao estresse oxidativo, embora com um fen6tipo menos severo do que a cepa
tsald (peroxirredoxinas 2-Cys), e diminui a sobrevivéncia em condigdes de cultura com
macrofagos (Missall e Lodge, 2005). Em outros fungos patogénicos como C. albicans, Trx1 ¢
necessaria para a ativacao da proteina cinase Hogl e para modulagdo da atividade do fator de
transcricdo Ap-1 em resposta ao estresse oxidativo (da Silva Dantas et al., 2010). Na levedura
S. cerevisiae, mutagdes de levedura que ndo possuem ambas as Trxs citosolicas sdo viaveis,
mas t€ém uma fase mais longa na fase S do ciclo celular (Muller, 1991). Mutantes que nao
possuem a ScTrx3 sao hipersensiveis ao hidroperoxido. Portanto, ScTrx3 parece ter fungdes

como agente antioxidante contra ROS geradas na mitocondria (Pedrajas et al., 1999).

Missall e Lodge demostraram que o gene TRRI ¢ essencial para o crescimento em C.
neoformans. Portanto, para reduzir a expressao de TRR1, estes autores escolheram substituir o
promotor endogeno deste gene por um promotor induzivel de um transportador de cobre. O
promotor utilizado foi uma versao melhorada do promotor CTR4 descrito previamente como
pCTR4-2 (Ory et al., 2004). A cepa resultante, Prgr;::Pcrrss, fOi crescida na presenga de cobre
para reduzir a expressao do gene TRRI. Com o uso de PCR em tempo real, detectou-se uma
reducdo maior que 23 vezes na expressdo de TRRI depois de 2 h de tratamento com 25 pM de
CuSOys. Prgreii:Perrss cresceu em extrato de levedura-peptona-dextrose (YPD) com 200 uM
BCS (Bathocuproinedisulfonic acid) apenas um pouco mais lento do que o tipo selvagem H99
considerando que ¢ incapaz de sobreviver em YPD com 25 uM CuSO. (Missall e Lodge,

2005).

Atualmente, uma das estratégias usadas para a o desenvolvimento de novos farmacos, ¢ a
selecdo de genes essenciais ou importantes para a viabilidade dos fungos patogénicos
humanos (Ianiri e Idnurm, 2015). Seguindo essa estratégia, o estudo funcional do gene
essencial TRR1 em paralelo com a caracterizagao estrutural e o uso de compostos capazes de
bloquear a atividade catalitica do gene alvo, sdo temas abordados nos proximos trés capitulos
desta tese de doutorado, com o intuito de compreender o papel do sistema tioredoxina

redutase em C. neoformans como um promissor alvo para o desenvolvimento de antifingicos.
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2. JUSTIFICATIVA

As infecg¢des fungicas constituem um problema de satde crescente, e seu impacto ¢ cada
vez maior devido ao aumento do numero de pacientes criticamente enfermos, oncoldgicos e
imunocomprometidos, que impacta fortemente o sistema de satde publica. As altas taxas de
letalidade associadas a essas infecgdes claramente indicam as falhas existentes nas atuais
terapias como o arsenal limitado de drogas antifungicas, a alta toxicidade dos antifungicos
administrados e o surgimento de resisténcia nestes fungos que representam uma limitagdo e
um desafio para a comunidade cientifica e médica. Além disso, o desenvolvimento de drogas
antifungicas estagnou na ultima década, ja que as grandes empresas farmacéuticas tém focado
seus esforcos na geracdo de drogas mais rentaveis para tratar as condigdes cronicas,
demonstrando uma necessidade urgente de uma nova geracdo de agentes antifiingicos mais

especificos, que oferegcam um tratamento seguro contra as micoses sist€émicas.

Tendo em vista a necessidade do desenvolvimento de novos antifingicos, 0 nosso grupo
propds identificar novas moléculas capazes de inibir a funcdo de proteinas essenciais para a
viabilidade desses agentes causadores de infec¢des fingicas. A tioredoxina redutase ¢ um dos
potenciais alvos antifingicos, o gene ¢ essencial em varios patdogenos humanos (C.
neoformans, C. albicans, P. falciparum, A. fumigatus e S. aureus) e representa um alvo ideal
para o desenvolvimento de medicamentos antifiingicos com amplo espectro de atividade
(Ianiri e Idnurm, 2015). Recentemente, mostrou-se a eficécia in vitro de pequenas moléculas
inibidoras, utilizando a sequéncia do gene TRRI de Paracoccidioides lutzii, entretanto tais
moléculas ndo foram capazes de bloquear o crescimento do patogeno C. neoformans.
Provavelmente as diferencas sutis na sequéncia proteicas podem gerar estruturalmente
diferengas proximas ao sitio catalitico que afetam a ligagdo com os compostos (Abadio et al.,

2015).

No presente, este trabalho de doutorado d4 continuidade ao projeto de pesquisa maior:
“Pos-genoma de fungos patogénicos humanos visando o desenvolvimento de novas drogas
antifingicas”, que tem como objetivo o estudo funcional e estrutural de genes conservados em
fungos patogénicos humanos. Primeiro, a necessidade de conhecer a estrutura tridimensional
de Trrl e o seu substrato Trxl por cristalografia vem da informagdo que o arranjo
tridimensional dos 4tomos na molécula pode ser um fator determinante na descoberta de

potenciais antifungicos mais especificos que atuem de forma mais segura. Para a proteina
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CnTrrl e seu substrato CnTrx1, ndo existiam evidéncias experimentais prévias, ja que esta € a
primeira vez que essas proteinas sdo purificadas e cristalizadas para o fungo patogénico
humano C. neoformans. Segundo, devido a variacdo nos fendtipos de mutantes 74, €
importante desvendar os fenotipos que levam a perda da viabilidade celular em C.
neoformans ¢ que ainda ndo foram caracterizados. Estudos em outros organismos mostram
que essas proteinas estdo envolvidas na regulacdo da sinalizagdo em resposta ao estresse
oxidativo, entretanto nao ha nenhum estudo que aborde o papel sinalizador de TRRI em C.
neoformans. Terceiro, a comparagdo e analise estrutural de Trrl e Trxl em C. neoformans
com outras estruturas homologas, fornece informacgdes valiosas sobre os seus mecanismos
enzimaticos, estabilidade termodindmica, e propriedades redox. E por ultimo, estudos
estruturais com potenciais moléculas inibidoras identificadas in silico sugerem estratégias
para o desenvolvimento de inibidores fungo-especificos, que podem elucidar fun¢des ainda

desconhecidas.
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CAPITULO 1

Caracterizacao estrutural das proteinas
recombinantes Trx1 e Trr1 de C. neoformans
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1. OBJETIVO GERAL

Determinar a estrutura cristalina da proteina alvo Trrl e o seu substrato Trx1 do fungo

patogénico humano C. neoformans por difragdo de raios X.

1.1 Objetivo especificos

a) Caracterizar as propriedades fisico-quimicas da proteina recombinante Trrl, sendo

analisada por fluorimetria e dicroismo circular (CD).
b) Estabelecer as condi¢des de cristalizacdo das proteinas Trrl e Trx1 recombinantes.
¢) Determinar a estrutura 3D das proteinas Trrl e Trx1 por difra¢do de raios X.

d) Avaliar o modelo de CnTrrl na conformacao reduzida (FR), e o complexo simulado Trrl-

Trx1 de C. neoformans.

e) Utilizar a estrutura 3D da Trrl, € o modelo na conformacao reduzida Trrl.q (FR) para

analise in silico de possiveis ligantes (docking).
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2. TIOREDOXINA (Trx)

A primeira parte do capitulo I, escrito em forma de artigo cientifico (artigo a ser submetido a
Revista Biochemical and Biophysical Research Communications) inicia com os estudos
estruturais de Trx1. Nesse capitulo nés relatamos a expressdo, purificagdo e a resolucdo da
estrutura cristalografica da proteina recombinante tioredoxina 1 de C. neoformans, que

encontra-se depositada no PDB sob o cddigo 5JY5.

Os residuos de cisteina em proteinas citosolicas sao mantidos em seu estado reduzido,
mas podem sofrer oxidagdo devido a modificagdes pos-traducionais durante a sinalizagao
redox ou sob condi¢des de estresse oxidativo. Em grande parte, a redugdo das cisteinas de
proteinas oxidadas ¢ mediada por uma pequena oxi-redutase de 12 kDa, tioredoxina (Trx),
que fornece equivalentes redutores para enzimas metabolicas centrais. Trx foi identificada
pela primeira vez, em virtude da sua capacidade para reduzir a ribonucleotideo redutase
(RNR), uma enzima envolvida na sintese e reparo do DNA (Laurent et al., 1964). Desde essa
descoberta, Trx tem sido reconhecida por regular a atividade de uma miriade de proteinas em
organismos procarioticos e eucaridticos. O NADPH e a tioredoxina redutase (Trr), constituem
um dos sistemas antioxidantes centrais na célula (Holmgren, 1985). Coletivamente, esse
complexo redox funciona ao retransmitir os equivalentes de redu¢do de NADPH para o ditiol
do sitio ativo da Trx, que posteriormente os usa para reduzir ligagdes dissulfeto em proteinas

alvo (Palde e Carroll, 2015).

Apesar da existéncia de diversas investigagdes cientificas que abordam aspectos
funcionais desta proteina, dados estruturais em fungos patogénicos humanos oportunistas,
ainda sdo escassos. O sequenciamento da proteina CnTrx1 revelou o sitio ativo altamente
conservado formado pelos residuos Cys-Gly-Pro-Cys. Estruturalmente, as duas cisteinas
presentes no sitio ativo (Cys™ e Cys®) foram encontradas em sua foma oxidada na qual as
sulfidrilas (-SH) estdo unidas formando uma ponte dissulfeto. Embora a sequéncia de CnTrx1
e a estrutura tercidria sejam muito similares as outras Trx oxidadas e reduzidas de vdrias
espécies, este estudo forneceu o analise estrutural da tioredoxina que revela sutis diferengas
relacionadas ao seu estado oxidado e com regides conservadas conhecidas por participar da

reacdo catalitica com outras proteinas alvo.
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ABSTRACT

The prevalence of cryptococcal infection caused by the Cryptococcus fungus is high, mainly
in low-income countries. It constitutes a global public health problem due to the number of
people at risk, the limited utility of antifungal therapy, and the AIDS-related increased
mortality. The thioredoxin-thioredoxin reductase system is one of the major regulators of
redox homeostasis and antioxidant defense, forming and reducing protein disulfide bonds in
all three domains of life. This activity plays a crucial role since the thioredoxin reductase is
essential for Cryptococcus neoformans. Thioredoxin 1 from C. neoformans (CnTrx1l) was
cloned and expressed in E. coli and the recombinant protein was purified and crystallized.
Functional assay shows that CnTrx1 catalyses the reduction of insulin disulfide bonds using
dithiothreitol (DTT). Moreover, we solved the crystal structure of oxidized CnTrx1 at 1.80 A
resolution, the second Trx structure from a human pathogenic fungus. Our data show that
CnTrx1 is a monomer in solution, with a typical Trx-fold containing the conserved Cys-Gly-
Pro-Cys active-site motif. Subtle differences, particularly within and around the catalytic site,
could be detected when we compared to other thioredoxin protein structures. Although the
thioredoxins have been isolated and characterized from many organisms, this new structural
report provides important insights for understanding the binding and specificity to Trx-targets
and the development of novel antifungal agents.

1. Introduction

Thioredoxins (Trxs) are the major ubiquitous heat-stable disulfide reductases (12 kDa
average) responsible for maintaining proteins in their reduced state inside cells. They are
reduced by electrons from NADPH via the flavin enzyme Trx reductase (TrxR) [1]. Trxs are
involved in a wide variety of fundamental biological functions such as, protection against
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oxidative stress [2], acts as a hydrogen donor for reductive enzymes such as ribonucleotide
reductase, thioredoxin peroxidases [3,4] and methionine sulfoxide reduction [5]. They also
modulate transcription factors involved in increased DNA binding [6,7] apoptosis [8] and
important roles in the life cycles of viruses and phages [9], among other processes. The wide
variety of reactions of Trx is based on its broad substrate specificity and potent capacity to
reduce multiple cellular targets [1].

Thioredoxins are found in all living cells from archaebacteria to mammals. All Trx proteins
possess an active site made up of two cysteine residues embedded in a conserved motif, Cys-
Gly-Pro-Cys [10]. Trxs use these cysteine residues to break disulfide bonds in oxidized
substrate proteins. These two cysteines are oxidized and form a disulfide bridge. Their
catalytic cycles are completed through disulfide reduction by electron donors of the
thioredoxin and glutaredoxin families [11]. Trxs are found in several cellular locations such as
the cytosol [6], the nucleus [12] and the mitochondria [13] or are secreted to the extracellular
environment [14]. In plants, thioredoxins regulate enzymatic activities in the chloroplasts
[15]. Immunocompromised patients, cancer and transplant patients show increased
susceptibility to fungal pathogens [16—18], of particular concern is the high rate of mortality
associated with invasive fungal infections, which often exceeds 50% despite the availability
of several antifungal drugs [19]. In resource-limited regions, Cryptococcosis is an important
opportunistic fungal infection that represents more deaths than those caused by tuberculosis or
malaria as a result of global HIV/AIDS pandemic [18]. In Cryptococcus neoformans, the Trx
function in vivo as part of a disulfide reducing system (thioredoxin system) that is composed
of two small Trx proteins and one flavoprotein, Trx reductase, the latter being essential for
this pathogen [58]. The redox control of the thioredoxin system is thought to regulate the
expression of many stress defense enzymes and protect cells against oxidative stress. The
Trx1 and Trx2 from C. neoformans are cytoplasmic isoforms that are important not only to
stress resistance, but also to virulence. It was demonstrated that the #x/4 mutant has a severe
growth defect and is sensitive to multiple stresses, while the #7x24 mutant is only sensitive to
nitric oxide stress. It appears that Trx1 is more important than Trx2 for the normal functioning
of C. neoformans [20].

The primary structure of several Trxs are known. The full-length vary from 105 to 110 amino
acids and share between 27 and 69% sequence identity [21]. In addition, since the first Trx
three-dimensional structure was achieved in 1975, namely, the E. coli protein with a
maximum resolution of 2.8 A [22], the structures of several Trxs have been solved such as M.
sympodialis [23], S. cerevisiae [24], P. falciparum [25], spinach chloroplasts [26], L.
vannarrei [27] and humans [28]. Trx1 protein sequence of C. neoformans exhibits 52%
identity with Trx from the skin-colonizing yeast M. sympodialis, and 43% with H. sapiens
Trx. Despite the extensive literature regarding Trxs, new structures are attractive for further
investigation as they contribute to understand the structural properties, the molecular
mechanisms and the catalytic activity of the thioredoxins that dictate species and isoforms
specificities. Hence, in this paper, we report the expression, purification and the X-ray crystal
structure of recombinant thioredoxin 1 protein from C. neoformans (CnTrx1) solved at 1.80 A
resolution (PDB ID: 5JY5). This is the second thioredoxin structure of a human fungal
pathogen, which reveals subtle variations in its oxidized state.
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2. Material and Methods
2.1 Cloning and expression

A synthetic codon-optimized gene of Trx1 from Cryptococcus neoformans var. grubii H99
(GeneBank CNAG 02801) was designed for its expression in E. coli as a C-terminal six-
histidine fusion protein for affinity purification. The PCR product was cloned into Ndel and
Xhol restriction sites of the pET21a expression vector (Epoch Life Science, Inc.). The
recombinant protein with 6xHis-tag was expressed in E. coli strain BL21 (ADE3) pLysE
(Novagen, San Diego, CA, USA). E. coli cells were grown in 1 L of Luria Bertani (LB)
medium which was supplemented with ampicillin (100 pg/mL) and chloramphenicol (20
pug/mL) at 37 °C until reaching an ODgponm = 0.6 at which point protein expression was
induced with 1.0 mM IPTG (isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside) with a shake rate of 220
rpm for 6 h.

2.2 Extraction and purification

Cells were harvested by centrifugation, suspended in 30 mM Tris-HCI, pH 8.5, 300 mM NaCl
and 10 mM imidazole. The cells were lysed by 10 cycles of 50 seconds sonication in an ice
bath with a 50% amplitude and 50 seconds rest. After lyses, the sample was centrifuged at
9000 g for 40 min at 4 °C. The recombinant protein obtained from the cytoplasmic fraction
was filtered through a 0.45 uM disposable filter and applied to a nickel affinity column of 1
mL (Hi-Trap, GE Healthcare) according to the standard protocols, increasing the imidazole
concentration from 10 to 500 mM in a stepwise manner eluted the recombinant protein.
Eluted CnTrx1 protein was further purified by gel filtration using a Superdex 75™ 10/300 GL
column on an AKTA-FPLC (GE Healthcare Biosciences, USA) pre-equilibrated against the
buffer containing 30 mM Tris-HCI, pH 8.5 and 300 mM NaCl. The proteins used as standards
in the calibration curve were: 1. aprotinin 6.5 kDa, 2. ribonuclease A 13.7 kDa, 3. carbonic
anhydrase 29.0 kDa, 4. ovalbumin 43.0 kDa and 5. conalbumin 75.0 kDa. Blue dextran 2000
was employed to determine the column void volume. All the fractions were analysed by 15%
SDS-PAGE, Coomassie blue staining [29] and Western blot. Fractions containing pure
thioredoxin were pooled and dialyzed against 10 mM Tris-HCI, pH 8.5 and 300 mM NacCl,
using an Amicon ultracentrifuge 2 kDa cut off concentrator (Millipore) and concentrated and
frozen at -20 °C.

2.3 Protein crystallization

Prior to crystallization, the protein was submitted to dynamic light scattering (DLS) to assess
its polydispersity in a Malvern Zetasizer Nano ZS90 equipped with a 633-nm He-Ne laser and
operating at an angle of 173°. 500 uL of each sample (0.3 mg/mL concentration) was
measured in quartz cuvette at 18 °C. Samples were diluted in 10 mM tris buffer (pH 8.0-8.5).
A minimum of three measurements was performed for each sample. The crystallization was
performed using solutions from the commercial screening kits 1 and 2 of Hampton research.
Crystallization was carried out in 24-well plates using the vapor diffusion technique in sitting
or hanging drop mode. The CnTrx1 crystals were obtained in drops containing 2 pL of protein
sample (9 mg/mL) and 2 pL of reservoir solution. The drops were equilibrated against 500 pL
reservoir solution. After optimization, crystals with hexagonal morphology grew to a maximal
size of ~380 x 330 x 210 um’® within two weeks by hanging drop vapor-diffusion method at
294 K using 1.7 M ammonium sulfate and 0.02 M tris hydrochloride pH 8.5* (Anexo A).
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2.4 Data collection, structure determination and refinement

The X-ray diffraction data were collected using synchrotron radiation at the protein
crystallography MX2 beamline by the Brazilian Synchrotron Light Laboratory (LNLS) in
Campinas-Brazil, using a PILATUS2M detector from Dectris to record the oscillation data
with Ap = 0.5°, covering a total oscillation range of 360°. Data were collected at 100 K in a
nitrogen gas stream. CnTrxl were soaked in cryoprotectant solution (reservoir solution
supplemented with 25% glycerol for 15 min). The data processing for the determination of the
unit-cell parameters, integration, merging and scaling of reflections was performed using the
programs DENZO/SCALEPACK of the HKL2000 program Package [30]. The CnTrx1 crystals
diffracted to 1.8 A (wavelength = 1,2398 A). The crystal structure was determined using the
molecular replacement method as implemented in the program MOLREP of CCP4i [31]. The
thioredoxin model available at the PDB with code 2J23 [23] served as search template. Two
Trx molecules were found in the asymmetric unit in agreement with Matthews coefficient
prediction [32]. The structures were revised and modeled using COOT [33] and refined with
REFMACS [34]. MolProbity was used to assess the quality of the final model [35].
Coordinates and structure factors have been deposited in the Protein Data Bank
(www.rcsb.org) under the accession code 5JY5. The data collection/processing and
refinement statistics are summarized in Table 1.

2.5 Enzymatic activity assay for CnTrx1

Enzymatic activity of the recombinant CnTrx1 was assessed using insulin (Sigma-Aldrich) as
described previously by Holmgren [36], with modifications. The assay is based on the dithiol-
disulfide oxidoreductase activity that catalyzes the reduction of insulin and is restored by
dithiothreitol (DTT). Three fractions of CnTrx1 containing 22.9 (2.0), 45.8 (4.1) and 93.9 ng
(8.2 uM) were prepared by dilution in deionized water. The final reaction mixture contains:
0.1% w/v bovine insulin in 50 mM Tris HCI pH 7.5, 63 mM sodium phosphate pH 7.0, 2.0
mM EDTA, zero (control) or 80 pL of the CnTrxl fractions and 1.0 mM DTT. The final
volume was adjusted to 1 mL by addition of deionized water. The precipitation of insulin was
monitored as an increase in absorbance at 650 nm (AAbseso) using a UV-1800
spectrophotometer (Shimadzu) in the absence (control) or presence of different amounts of
CnTrx1. The activity (AAbseso/min) was considered as the AAbssso during 15 minutes taken in
a graph region of linear increase. Thioredoxin concentrations were determined from their
absorption at 280 nm applying molar extinction coefficients.

3. Results and Discussion
3.1 Expression, purification and characterization of Cn'Trx1 recombinant protein

CnTrx1 was expressed successfully in E. coli cells, tagged at its C-terminal with a six-
histidine sequence. An anti-poly-His monoclonal antibody (Sigma-Aldrich) was used in a
Western-blot of an SDS-PAGE of the expression soluble fraction to show a band of about 12
kDa (Supplementary Fig. 1). Purification followed via metal affinity chromatography and
subsequently size exclusion chromatography (Supplementary Fig. 2). His-CnTrx1 was eluted
from the nickel-affinity column in standard buffer containing 300 mM imidazole and a flow
rate of 1 mL/min. The results indicated by size exclusion chromatography (void volume of
13.16 mL) and dynamic light scattering experiments (DLS) indicate that CnTrx1 behaves as a
monomer in solution. DLS mass estimation was 13.5 kDa with a polydispersity index of
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14.7%, compatible with monomers as reported for thioredoxins from other species. The yield
of CnTrx1 was approximately 9 mg/L of bacteria culture.

The enzymatic activity of CnTrx1 was assayed by its capacity to reduce the disulfide bonds of
insulin (Supplementary Fig. 3), while the nonphysiological reductant dithiothreitol (DTT) is
used to restore the enzyme. In the control cuvette, without CnTrx1, no precipitation was
observed. The addition of 2.0, 4.1 and 8.2 uM CnTrx1 resulted in a precipitation appearing
after 23, 17 and 12 minutes, respectively. The activity of CnTrx1 (AAbsgso/min) was 0.007,
0.011 and 0.016. Previous work shows that using slight different conditions, Trxs from other
organisms showed a higher relative specific activity (data not shown) [36]. This difference
might be due to the experiments being conducted at different pHs and Trx concentrations.

3.2 Overall crystallographic structure

Crystals were obtained using CnTrx1 at 9 mg/mL in 1.7 M ammonium sulfate and 0.02 M tris
hydrochloride pH 8.5. The crystals belonged to the primitive hexagonal space group P6422,
with unit-cell parameters a and b = 110.706 A, ¢ = 91.761 A, « and S, = 90.00°, and y =
120.00°. A Matthews coefficient of 2.36 A® Da™! for two molecules in the asymmetric unit and
a solvent fraction of 47.97% represented the highest probable asymmetric unit content. The
crystal structure of the recombinant CnTrx1 has been determined at 1.80 A resolution by
molecular replacement. The refined model presented a final Rycionee 0f 0.155/0.198 with good
stereochemistry. The data processing and refinement statistics are shown in Table 1. There are
no Ramachandran plot outliers, with 98.4% of the residues in the most favored regions and
the rest in allowed regions [37]. All residues, except for Met', could be located in the electron
density and the side chains of residues Ile’, Ser', Thr*® and Ser’’ in monomer A, Lys* and
Ile” in monomer B and Met*® and Met™ in both monomers were found to occupy two different
conformations. In molecule A, which was used for the calculation of the solvent-accessible
surface, all the side chains of the amino acids on the surface are well defined, except of Lys*,
Lys™ and Lys'" residues. These side chains are solvent exposed and, thus, freely movable. A
total of 347 water molecules were modelled.

The final model of CrnTrx1 contains two molecules in the asymmetric unit, each comprised of
residues 2-106. The last two residues correspond to part of the His-tags (His'® and His'*)
added to the original CnTrxl sequence; with the following four C-terminal histidines
undefined, probably due to flexibility. Met”* and Pro” peptides were found to form a cis
conformation. The general fold of CnTrx1 consist of a five-stranded B-sheet surrounded by
two o-helices on each side (Fig. la), in agreement with the typical fold to the other Trx
structures reported: Trx1lox and Trx1.q from S. cerevisiae [24,38], Trxox from M. sympodialis
[23], Trxox from spinach chloroplasts [26], Trx.x from S. mansoni [39], Trx. from D.
melanogaster [40], Trxq from C. reinhardtii [41], Trxo from E. coli [42] and Trxox and TrXreq
from human [43]. The order of the structural secondary elements can be followed in the
topology (Fig. 1b). Sequence alignment (Fig. 1d) shows that CnTrx1 shares a sequence
identity of 52%, 46%, 43% and 35% with Trxs of M. sympodialis (2J23), S. cerevisiae
(20E0), H. Sapiens (5DQY) and E. coli (1XOA), respectively. The molecular architecture of
CnTrx1 is very similar to Trx1 of M. sympodialis, which was determined at 1.4 A maximum
resolution, and the superposition of these two structures reveals great similarity with a root
mean square deviation of 0.65 A for all C, atoms (Supplementary Tab. 1). The superposition
revealed one conformational difference, the deletion of two residues (Gly* and Asp™) in C.
neoformans leads to the loss of small helix after the second helix. In the case of the
superposition of CnTrxl to the human thioredoxin (HsTrx) (PDB 5DQY), the RMSD is
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higher, 1.22 A for all Ca atoms, although the three dimensional structure is still very similar.
The differences are at the end of helix al where Gly'*-Asp® of the HsTrx is deleted in fungi
and the presence of three cysteine residues, at positions 62, 69 and 73, in addition to the active
cysteines (positions 32 and 35 in humans). Among these, the Cys” is involved in disulfide-
linked dimerization [44].

It is currently known that the crystallographic and solution structures of the Trxs can form
monomers [23,45] and dimers [28,40,44]. ScTrx2 at ~40 uM behaves almost exclusively like
a monomer with only 2% existing as dimers as observed in a gel filtration experiment [46].
The results of size exclusion chromatography and DLS show that CnTrx1 behaves as a
monomer in solution at micromolar concentration. Thus, the two independent molecules of
CnTrx1 found in the asymmetric unit can be described as a crystallographic dimer with a NCS
2-fold rotation axis. This is also in agreement with the PISA server that implicates the dimer
interface in an auxiliary role in complex formation, not able to maintain complex by itself
(calculated CSS of 0.152) [47]. The interface area between subunit A and B is about 601 A?
corresponding to just 10.5% of the total surface of both monomers. This interface is stabilized
by seven hydrogen bonds involving 8 residues: Thr*®, Trp®, Gly*', Glu*®, Glu®, GIn®, Lys”
and Met™. Lys” and Met™? main chain hydrogen bonding forms a small interchain antiparallel
B-sheet that includes Ala” (Fig. 2). This B-sheet also appear in the natural covalent dimer
observed in HsTrx and LvTrx in which Ala71 is substituted by Cys that form a disulphide
bridge responsible for dimer maintenance. This probably indicates that dimeric thioredoxin
involved in response to the specific needs of higher animals may pass through an oxidizing
environment during export, and, under sufficiently higher thioredoxin concentrations, could
protect the active site from oxidizing conditions [44]. Crystallographic data from shrimp
thioredoxin (LvTrx) obtained under different redox conditions reveal a dimeric arrangement
mediated by Cys” residues of each monomer [27] (Fig. 2a). It seems that this feature is
present in some Trxs of vertebrates and crustaceans, as opposed to yeast that does not present
this characteristic structural feature in the quaternary structure.

3.3 The active site

In both chains the conserved active site amino acids WCGPC (Trp*-Cys®) were clearly
defined in the electron density. These amino acids are located after strand 2 with Pro-Cys
forming the first turn of the helix 02. The cysteines were found in the oxidized form in both
monomers, with a disulfide bond length of 2.10 and 2.36 A in chain A and B (Fig. 1¢),
respectively. There are no other cysteine residues in the sequence, similar to the Malassezia
yeast. Although there is no study addressing the CnTrx1.q, several studies in other organisms
confirm that there are only very small differences observed in the active-site loop, residues 28
to 35, and dimer interface of Trx.x with respect to Trx..d [44, 45]. Since the active site changes
seem insufficient to explain the differences in activity shown by different thioredoxins, the
reason may be related to their interaction with target proteins [43].

The surface of CnTrx1 shows the side chain of Cys® is oriented towards the solution while
only the sulfur of Cys* is exposed to the solvent. The catalytic motif located on the exposed
surface of the molecule demonstrates its importance to participate in the interaction with
cellular targets. Surrounding residues to the active site of CnTrx1 such as, Asp*, Ala®’, Thr*,
Trp®, Gly*!, Pro*, Pro” and Thr'™* are highly conserved in M. sympodialis, S. cerevisiae, E.
coli and H. sapiens. Asp* has low solvent accessibility in CnTrx1, since it is located in the
inner part of the hydrophobic cavity; with an internal bound water molecule at the cavity that
is bridging Asp** and Cys* (hydrogen bonded to the sulfur) (Fig. 2¢). This water molecule,
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which is associated with catalytic activity of the protein, is a conserved feature among Trx of
several species such as the oxidized forms of the yeasts M. sympodialis and Trx1 of S.
cerevisiae [23,24] and the insect Trx of D. melanogaster [40]. Compared to other Trxs, a Phe
is replaced by Tyr*® in CnTrx1. The hydroxyl group of Tyr* makes H-bonds to the side chains
of Trp'"' and Tyr”®. The Trp*, also conserved in yeast, makes a hydrogen bond to a water
molecule and is stacked by a glycerol molecule. These interactions help position the aromatic
rings in a way as to protect the side chain of Cys* from the solvent.

3.4 Comparison of conserved residues with other Trx structures

The conserved Asp®® (Fig. 1d) has been implicated in the active site stabilization by forming a
hydrogen bond to Trp* [25]. In CnTrx1 the Asp is substituted by Glu*®.Superposition of Trxx
and Trx..« molecules against CnTrx 1., revealed that the conserved Trp of the WCGPC motif
can present in different positions near the active site. We observed Trp® rings are positioned
facing close to the site, at a distance of about 7.0 A and stabilized by its hydrogen bond with
Glu™®. This Trp in C. neoformans has a similar position that Trx., of M. sympodialis (2J23)
and S. cerevisiae (2FA4) and Trx.q of H. sapiens (3TRX). In contrast, in 7. brucei TrXre
(1R26) the Trp is flipped out and interacts with a neighboring protein molecule (Fig. 2d),
demonstrating its suppleness to adopt different positions and support interaction with different
redox partners of thioredoxin [48]. Trp* of CnTrx1 compared to Trp*' of a HsTrxe (5SDQY)
showed a displacement of the indole ring of approximately 2.8 A and induces a
conformational change to Met™?. Both amino acids are part of the interface forming hydrogen
bonds to the other molecule (Trp**-Glu™® and Met’*-Lys’®). Glu™ replaces Asp seen in M.
sympodialis, S. cerevisiae, D. Melanogaster, C. reinhardtii, E. coli and human proteins, but
apparently without any alteration of the main chain confirmation. The cis-Pro” in loop o3-p4
is another conserved residue close to the active site of Cn'Trx1. This cis-Pro is a key functional
group in the active sites of these thiol-disulfide oxidoreductases and precludes metal binding
in human thioredoxin [49]. Recently Igbal and colleagues (2015) showed the 3 conserved
prolines surrounding the water cavity of an ancestral yeast thioredoxin 1 (yTrx1): Pro*?, cis-
Pro” and Pro*, provide rigidity and a relative hydrophilicity important for the formation of
the water cavity [50]. The conserved Gly* was also identified and appears to facilitate the
interaction with other proteins such as thioredoxin reductase to engage properly with the
active site [21]. In general, the conformation of the active site of CnTrx1. is very similar to
the S. cerevisiae Trxl.q (2I9H) [38] and human Trx.q (3TRX) [51] solved by nuclear
magnetic resonance (NMR). In the three structures the side chain of Cys® is exposed at the
surface and the side chain of Cys® is directed towards the interior of the protein. Compared
with reduced Trx2 of S. cereviciae [52] some structural differences were observed. In ScTrx2
the Cys®' is exposed to the surface and the Trp* is more buried than Trp®, in CnTrx1. The
other residues conserved and close to the active site as, Asp**, Ala”’, Pro’? and Gly* retain the
same orientation. Similar to Trp*® of CnTrx1, a phenylalanine residue replace this position in
ScTrx2, and it is at a shorter distance from Cys* to prevent the side chain from contacting the
solvent.

Fig. 3 displays the surfaces of CnTrxl. colored according to electrostatic potential. It was
observed strongly negative charged patch near the catalytic site Cys* and Trp®, specifically
involving Glu®, Asp®, Glu®, Glu” and Glu® residues, and a distribution of hydrophobic
residues Ile’, Trp® and Val”. Similarity, the distribution of the electrostatic potential in
thioredoxin m of chloroplasts showed a negative charge distribution near the active site Trp™
[26]. Also it was observed, the side chain of Trp*® of one monomer is located in a hydrophobic
cavity formed by the residues Val”’, Ala®, 1le® and Met”' of the other subunit, consistent with
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D. melanogaster thioredoxin, that exhibit a negative charged surface patch around helix o3
[40], which is necessary to making contact with thioredoxin reductase a potential molecular
target [26,53]. CnTrx1 also exhibited a positively charged patch near the catalytic site Pro*
and Cys* involving Lys* and His*. Additional superficial residues bearing a positive charge,
Lys®, Lys*, Lys’' and Lys™, also contribute to the positive electrostatic potential around this
area.

In conclusion, although CrnTrx1 sequence and tertiary structure is very similar to other
thioredoxins, this study has provided structural analysis of the first structure of an
opportunistic human pathogenic fungus C. neoformans which has revealed subtle structural
differences related with its oxidized state and with conserved regions known to participate in
the catalytic reaction with other target proteins. This manuscript shows a comparison of the
Trx1 protein from C. neoformans with Trxs from one yeast-like basidiomycete fungus and
other safe non-pathogenic fungus, in addition to human Trx. The study has shown only minor
changes between C. neoformans Trx1 and M. sympodialis Trx. However, the x-ray diffraction
analysis, suggests that the Trp residue has a structural function into the active site, and the
hydrophobic pocket around this region is important to mediate the protein-protein recognition.
Finally, in CnTrx1, the two molecules of the asymmetric unit are arranged as a monomer and
it does not have additional three cysteine residues present in HsTrx, supporting the conclusion
that dimerization is more favored in higher eukaryotes protein.
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Table 1. Data collection and structure refinement statistics.

Cryptococcus
Crystal Oxidized -Trx1
Data collection
Wavelength (A) 1.2398
Space group P6,22
Cell dimensions (4)
A,B,C 110.706, 110.706, 91.761
a, p,y 90.00, 90.00, 120.00
Resolution (A)* 25.00-1.80 (1.86-1.80)
Mosaicity (°) 0.6
No. of total reflections 1.171.660
No. of unique reflections 29.599
Redundancy 37.1 (34.7)
Completeness (%) 100.0 (99.73)
Rinerge (%)° 9.6 (58.1)
I/o(I) 16.1 (6.19)
Refinement
Resolution (A) 25.00-1.80
Model composition
No. of protein residues 105
No. of water molecules 347
Ligands 1 glycerol, 3 sulfate ions, 1 TRIS
Mean B-factor (A?): all atoms 37.27
Ryor/ Riree 0.155/0.198
R.m.s. deviations
Bond lengths (A) 0.023
Bond angles (°) 2.193
PDB code 5IYS

* The values in parentheses refer to the highest resolution shell of 1.86 -1.80 A. Highest resolution shell is shown
in parentheses.

® Riewwe = 2Ji — <I>| / Y.I; , where I, is the intensity of a reflection, and </> is the average intensity of that
reflection.
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Figure 1. General architecture of CnTrx1. (a) Ribbon diagram of the overall structure of CnTrxl
with secondary structure elements labelled. Catalytic cysteines Cys* and Cys* are shown in the
oxidized conformation observed in the crystal. All structure figures were made using PyMOL [56]. (b)
Topological diagram of the CnTrx1 fold, showing the five-stranded mixed beta sheet sandwiched by
four alpha helices. (¢) Electron density 2|F,| —|F.| map, contoured at 1.0 ¢ around the conserved active
site region WCGPCKM motif of CnTrx1. The continuous electron density presents the disulfide bond
between Sy atoms of Cys®® and Cys®. (d) Structure-based sequence alignment of CnTrx1 (5JY5)
against sequences of other thioredoxin proteins of known structure from M. sympodialis (2J23), S.
cerevisiae (20E0), H. Sapiens (5DQY) and E. coli (1XOA). Absolutely conserved active-site cysteines
are indicated with green triangle. Identical residues are in red boxes, similar residues are in yellow
boxes. Secondary structure elements of the CnTrx1 are shown above the alignment. The stars bellow
the residues indicate side chains that have double conformation. The alignment was performed using
CLUSTAL W [54] and the figure was prepared with ESPript [55]. His-tag was removed from the

sequence.
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Figure 2
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Figure 2. Molecular Interface of the crystallographic structure of CrnTrx1 and superposition of
the active site motif from different thioredoxins. (a) Superposition of C. neoformans Trx1 (olive) on
shrimp L. vannamei (LvIrx) (gray, PDB 4AJ6) showing the residues that make contact interface
between monomers in CnTrx1, colored by chain Type: chain A (purple spheres) and chain B (violet
spheres). CnTrx1o auxiliary complex highlighting the positions of Cys® and Cys” disulfide bond
(orange) and the LvTrx.s dimer highlighting the positions of Cys®”, Cys®”, and the Cys”-Cys”™

intermolecular disulfide bond (yellow). (b) Front view of two monomers making up the intermolecular
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interactions, showing the 8 residues: Thr*®, Trp®, Gly’!, Glu®, Glu®, GIn®, Lys” and Met™, involved in
hydrogen bonds between inter-monomer interaction from C. neoformans Trxl. (c) C. neoformans
(yellow, PDB 5JY5), M. sympodialys (Blue, PDB 2J23) and S. cerevisiae (Gray, PDB 20EQ) Trxs. The
overlay shows the conserved hydrophobic area and the position of water molecules bound to Asp.
Distances between internal water molecule with Asp* and Cys*® of C. neoformans Trx1 are shown. (d)
Superposition of the active site tryptophans from C. neoformans (yellow), M. sympodialis (gray), S.
cerevisiae (light blue) and T. brucei (dark blue, PDB 1r26), shown in stick. The hydrogen bond
between Glu®*-OE2 and Trp”-NE1 of C. neoformans Trx1,., depicted by yellow dash, is present in all
other Trxs shown except for 7. brucei Trx..q, where Trp® occupies a different position. The figures were

made using PyMOL.
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Figure 3

Figure 3. Stereo surface representation of CnTrx1 monomer. Two 180° apart views of the CnTrx1
electrostatic surface potentials (red, negative; blue, positive) as calculated with the GRASP Poisson-
Boltzmann [57]. The disulfide bond (Cys**-Cys*) surface was omitted to facilitate viewing. The

charged amino acid residues are pointed out by their type and sequence number.
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Supplementary Material
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Supplementary Figure 1. Purification of recombinant CnTrxl. (a) The nickel affinity
chromatogram profile corresponds to the purification of CnTrxl by immobilized metal affinity
chromatography (IMAC). The fraction was eluted from the IMAC column (packed with 1 mL of
HisTrap) with 60% elution buffer using an AKTA express system (Dotted black line). (b) SDS-PAGE
15% and western-blot analysis of the soluble fraction of a cell extract of BL21 (ADE3) pLysE
containing the expression plasmid with the CrnTrx1-His gene. Elution steps (1-5) with 300 mM
imidazole (30 mM Tris-HCI pH 8.5, 300 mM NacCl). Molecular mass markers (M). The molecular mass

of the complete recombinant protein 11.450 Da.
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Supplementary Figure 2. Size exclusion chromatography of recombinant CnTrx1. The protein was

loaded into a Superdex 75 10/300 column (GE), run in 30 mM Tris-HCI pH 8.5 and 300 mM NacCl,

with a flow rate of 0.5 mL/min. The inset shows the column calibration curve. Calculated molecular

weight is about 14 kDa for CnTrx1. The calibration curve was produced with the LMW Gel Filtration

Calibration Kit (GE Healthcare) containing the following proteins as standards: (1) aprotinin, (2)

ribonuclease A, (3) carbonic anhydrase, (4) ovalbumin and (5) conalbumin. The gray circle in the inset

shows the position corresponding to the elution volume.
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Supplementary Figure 3. Enzymatic activity of Cn'Trx1. Oxidized thioredoxin 1 was assayed for its
ability to reduce insulin in the presence or absence of DTT. The assay was performed at pH 7.0 in the
presence of 1 mM DTT. Protein was used at a final concentration of 8.2, 4.1 and 2.0 uM and the
activity was monitored as the increase of absorption at 650 nm due to precipitation of insulin
monomers. The symbol and the error bars mean the average and standard deviation values (n = 3),

respectively.
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Supplementary Table 1. Percent sequence identity and Root-mean-square (rms) values comparisons of thioredoxins structures on 24
subject sequences.
Idl‘;'l‘\‘,l‘;y(%’)/ . 2. 3 4 5. 6 7. 8 o | 10. 1. 12. 13 14 15 16 17. 18 19. 20. 2. 22. 23. 24
1. C. neoformans | 100/0
2. M. Sympodialis | 52/0.6  100/0.
3. Fungi ancestor | 50/0.6 53/0.6 100/0
4. 8. cerevisiaee | 46/ 0.8 43/0.8  47/1.0 100/0
5. D. melanogaster| 51/0.8 48/0.9 60/0.749/ 0.7 100/0
6. L. vannamei | 47/0.9 |50/0.9 |59/0.753/0.8 59/0.4 100 /0
7. A. gemmatalis | 46/0.9 | 48/0.7 57/0.7 49/0.7 61/0.6 58/0.6 100/0
8. S. mansoni 48/0.8 |48/0.7/54/0.7] 40/0.6| 46/0.9 45/0.8 48/0.9 100/0
9. S. Japonicum | 39/1.4 |45/1.0 53/1.0 41/0.8 42/1.3 42/1.0 43/1.2 65/0.6 100/0
10. F. hepatica 43/0.6 | 38/0.652/0.5 41/0.7 46/0.7| 46/0.5| 47/0.6 46/0.6 50/1.1 100/0
11. H. sapiens 43/1.2 146/0.862/0.5 45/1.1 50/0.6| 51/0.5|47/0.5 47/0.6 45/0.7 48/0.3 100/0
12. C. reinhardtii | 49/0.6 | 50/0.6|57/0.5 44/0.8 44/0.6 52/0.6 37/0.7|51/0.5|46/1.0 47/0.6 47/0.5 100/0
13. A thaliana 48/1.7 |40/1.8 | 54/1.1 35/1.1 43/0.9 44/1.2 36/1.1 44/1.6 44/1.7 51/1.2 51/1.2 46/0.9 100/0
14. Oryza sativa | 48/1.9 | 45/1.8 50/1.6 41/1.8 41/2.0 40/1.8 43/1.9 45/1.1 45/1.8 53/1.0|44/1.8 49/1.8 60/2.3] 100/0
15. H. vulgare 40/0.7 |43/0.6 |47//0.6 46/0.6 46/0.7 47/0.9 38/0.8 51/0.4 46/0.6 48/0.6 46/0.6 44/0.8 58/0.9 59/1.4 100/0
16. E. histolytica | 44/0.8 |39/0.6 41/0.6 36/0.9 44/0.6 43/0.7 45/0.7 45/0.8 45/1.2] 52/0.5 40/0.7 41/0.6 34/1.0 42/1.5 38/0.6 100/0
17. P. falciparum | 38/0.7 41/0.7 55/0.4|38/1.143/0.746/0.7 43/0.7 44/0.7 43/1.0 40/0.7 40/0.5 | 46/0.4|44/1.3 44/1.7 38/0.6 38/0.8 100/0
18.T. brucei 33/0.9 |36/0.938/0.8 33/0.7 34/0.8 34/0.8 35/0.8|38/0.7 | 31/1.1 44/0.8 34/0.9 31/0.8 32/1.1]37/2.234/0.8 31/1.0 35/1.0 100/0
19. S. solfataricus  38/0.7 41/0.4 47/0.4 38/0.9 40/0.5 45/0.5 36/0.8 43/0.6 39/1.0 41/0.6 35/0.7 41/0.5 44/0.6 38/1.9|37/0.6 33/0.6 43/0.5 27/1.0 100/0
20. 8. tokodaii 33/0.7 |38/0.746/0.5 40/0.8 39/0.6 36/0.7 37/0.7 39/0.8 40/0.8 49/0.6 38/0.9 40/0.6 36/0.6 38/1.3 37/0.6 34/0.6 39/0.6 33/0.9 74/0.4 100/0
21A. dehalogenans  41/1.3  41/1.040/0.9 28/0.8 40/1.0 37/1.0 36/0.9 39/1.0 38/1.0 39/0.8 35/1.0 43/1.1 38/1.4 40/1.9 41/0.7 36/0.9 39/1.0 28/1.2 39/0.6 36/0.8 100/0

22. A. aceti 38/0.9 43/1.1 37/0.9 33/0.8 41/0.7 35/0.8 39/0.6 38/0.8 38/0.8 43/0.7 35/0.9 41/0.9 36/1.1 41/2.2 36/0.7 34/1.7 36/0.8 35/0.9 30/0.8 31/0.7 43/0.6 100/0
23. B. subtilis 36/1.5 | 40/1.1 42/1.2 41/0.6 40/1.3 42/1.3 45/0.9 43/0.9 43/0.9 39/1.0 36/1.4 42/1.4 38/1.6/42/1.6 38/1.0 36/2.4 42/1.1 30/0.9 40/1.1 41/1.0 47/0.8 46/0.9 100/0
24. E. coli 35/1.4  44/1.0 38/0.8 30/0.8 36/0.8 32/1.0 43/0.8 44/0.8 42/0.8 40/0.6 33/2.1 41/1.0 31/1.2 39/2.3 28/0.6 26/1.5 33/0.6|29/0.8 38/0.7 40/0.7|55/0.6 58/0.6 48/1.1 100/0

BLAST PDB, in 02-Sept-17.

Alignment scores > 70

6. Litopenaeus vannamei

7. Anticarsia gemmatalis

8. Schistosoma mansoni

9. Schistosoma Japonicum

10. Fasciola hepatica
12.Chlamydomonas reinhardtii
15. Hordeum vulgare

16. Entamoeba histolytica
17.Plasmodium falciparum
18.Trypanosoma brucei

19. Sulfolobus Solfataricus

20. Sulfolobus tokodaii
21.Anaeromyxo acter dehalogenans
22. Acetobacter Aceti

23. Bacillus subtilis

63



3. TIOREDOXINA REDUTASE (Trr)

As cisteinas da Trx sdo regeneradas a forma reduzida pela enzima Tioredoxina redutase (Trr)
(Holmgren, 1985). A Tir pertence a familia de flavoproteinas com atividade piridina nucleotideo-
dissulfeto oxidorredutase que utilizam o NADPH como fonte de equivalentes redutores. Tem como
caracteristica, a presenca de um centro redox composto por um par de cisteinas além de um dominio
protéico responsavel pela ligagdo covalente a uma molécula de FAD. O fluxo de elétrons ocorre do
NADPH para a molécula de FAD, para o centro redox e finalmente para o dissulfeto da tioredoxina
(Williams, 1985). Em organismos L-Trr sdo conhecidas duas conformagdes distintas para a Trr: na
conformacao oxidada (FO) (Waksman et al., 1994), o NADPH encontra-se espacialmente distante do
FAD, e o FAD esta orientado para a transferéncia de elétrons para o dissulfeto da Trr, e na conformacao
reduzida (FR) (Lennon et al, 2000), onde os dois cofatores estdo em intimo contato e permite a
reducdo do FAD pelo NADPH e a da tioredoxina pela tioredoxina redutase (Figura 6).

( Trx |
s 4

H-S

S

N—

Conformacao FO A4 ‘ Conformacao FR

Figura 6. Esquema das conformag¢des FO e FR, conforme proposto por Waksman et al., (1994). As duas
subunidades em cada dimero de Trr sdo coradas em azul e verde, respectivamente. Os 6valos coloridos mais
escuros simbolizam os dominios do FAD, enquanto os dvalos coloridos mais claros mostram os dominios do
NADPH. Os dissulfetos e os tidis sdo indicados como S-S e S-H, respectivamente. As linhas pretas que
conectam os dois dominios simbolizam as folhas 3 antiparalelas em torno das quais ocorre uma rotagdo de 66 °
para conduzir a Trr da conformagdo FO para FR. Assim, o anel amina de nicotina estd posicionado na
proximidade do anel isoaloxazina da flavina e os diti6is sdo trazidos para a superficie da proteina, onde podem
reduzir a Trx (mostrada em amarelo). Fonte: adaptado de Kirkensgaard et al., (2009).

No intuito de compreender a estrutura terciaria e secundaria da CnTrrl, realizamos
experimentos de fluorescéncia e dicroismo circular que permitiram observar as mudangas

conformacionais, interagdes e/ou deslocamentos na emissao fluorescente e obter informagdes acerca do
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ambiente dos triptofanos e cofatores envolvidos. Além disso, foi avaliada a estabilidade da proteina em
diferentes condig¢des, como em variacdes de temperatura e forga idnica. Posteriormente a exclusdo
molecular e o DLS foram aplicados para caracterizar o estado de oligomerizagdo da proteina em
solugdo. Com a cristalografia de raios X, foi possivel determinar a estrutura 3D da CnTrrl na
conformac¢do FO fornecendo as coordenadas em nivel atdmico (codigo PDB 5W4C), se tornando a

primeira estrutura tridimensional de uma Trr de um fungo patogénico humano.

Até o momento, trinta e cinco estruturas de Trr de baixa massa molecular foram depositadas no
PDB (http://www.rcsb.org/, dados atualizados 30/01/2018). Dessas, 5 sdo estruturas de Trr de E. coli,
26 de outras Trr bacterianas, 1 Trr de arquea, 2 Trr de leveduras, e apenas uma Trr em plantas. Todas as
estruturas depositadas, com exce¢do da Trr-NADPH em complexo com Trx (1IF6M) em E. coli, e a

recentemente depositada Trr-NADP de Vibrio vulnificus (SUSX), revelam Trr na conformacao FO.

Adicionalmente, com a elucidagdo estrutural da proteina Trrl, € com o conhecimento dos
arranjos atomicos, neste capitulo foi feita a modelagem molecular da proteina reduzida (FR) e a analise
in silico de possiveis ligantes, que visam o desenvolvimento de novos compostos antifungicos. As
pequenas moléculas selecionadas por varredura virtual em quimiotecas que mostraram-se eficientes na
inibicdo do crescimento do fungo patogénico C. neoformans (tema que sera abordado no capitulo
seguinte), foram ancoradas no local de ligagdo da proteina na conformagdo oxidada (5W4C) e no
modelo na conformagdo reduzida, para avaliar as interagdes e afinidades mais favoraveis destes

ligantes no sitio catalitico e em regides importantes conservadas para a atividade catalitica.
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3.1 MATERIAIS E METODOS

3.1.2 Sintese quimica do gene TRR1 para expressao heterologa

Com a finalidade de otimizar o processo de expressao heterdloga da proteina, o gene alvo TRR/
(GeneBank: CNAG 05847) de C. neoformans var. grubii H99 foi sintetizado quimicamente pela
empresa Epoch Biolabs. O gene foi desenhado com sitios de restrigdo nas extremidades para as
enzimas Ndel e Xhol e, selecionados os codons preferenciais (codon usage) para E. coli. O gene foi
clonado no vetor de expressao bacteriano pET21a (Novagen) sob o controle transcricional da T7 RNA

polimerase.

3.1.3 Transformacao de cepas de Escherichia coli

A transformacao por choque térmico foi iniciada com a adi¢do de 20 ng do sistema de ligacao
(vetor pET21a::inserto), técnica descrita por Sambrook e cols., (2001). Foram plaqueados 20 pL e 50
pL de células transformadas em meio LB agar (triptona — 1 g, extrato de levedura — 0,5 g, NaCl — 1g e
agar -2g, em 100 mL, pH 7,0) acrescido de antibidtico (Amp). Para garantir a obtengdo de clones
transformados, o volume restante foi centrifugado a 13.000 Xg, por 2 min e descartado 800 pL do

sobrenadante. As células foram ressuspensas e 20 uL. foram plaqueados em meio LB agar. As placas

foram incubadas por 16 h a 37 °C (Joseph Sambrook e Russell, 2001).

3.1.4 Expressao e purificacio da proteina recombinante Trrl de C. neoformans.

A clonagem para expressao segue a metodologia utilizada durante a dissertacdo de mestrado de
Bravo-Chaucanés et al., (2014) (dados nao publicados). Uma vez que os transformantes foram obtidos,
foram inoculados 12,5 mL de pré-indéculo em 250 mL de meio LB contendo o devido antibiotico. A
proteina recombinante CrnTrrl foi suplementada com ampicilina (100 pg/mL), 0,5% de glicose e 20
uM de FAD. Apos a inducao da expressao do gene por 6 h com 1 mM de IPTG (densidade otica de 0,6
a 600 nm) a 37 °C sob agita¢do de 250 rpm, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em
tampao de lise (Tris HCI 30 mM pH 8,5; NaCl 300 mM e imidazol 10 mM). Ao pellet ressuspenso foi
adicionado 0,1 mM de FAD (para saturar a enzima). Para a extra¢do da proteina as células bacterianas
foram rompidas com uso do aparelho Vibra Cell (Sonics), utilizando uma amplitude de 50%, aplicando
10 pulsos de 10 s. com intervalos de 50 s. Apds a sonicagdo, o extrato foi centrifugado por 40 min. 4
°C, a 9000 xg. A partir dos extratos bacterianos, a proteina recombinante foi purificada em larga escala
em duas etapas, utilizando duas técnicas cromatograficas distintas. A primeira metodologia utilizada foi

a cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados, e a segunda mediante exclusao molecular
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conforme descrito nos itens 3.1.5 e 3.1.6, respectivamente. Todas foram realizadas no equipamento

AKTA PURIFIER.

3.1.5 Cromatografia por afinidade a ions imobilizados (IMAC)

A escolha do método de purificacdo da proteina expressa com o vetor pET21a foi baseado na
expressao desta proteina recombinante fusionada a seis residuos de histidina ao C-terminal. As
histidinas possuem afinidade a metais bivalentes como Ni*', Zn*" ¢ Cu®, por isso foi utilizada uma
resina cromatografica Sepharose contendo ions de Ni ligados (GE Healthcare) para a purificagdo. Para
a preparacdo da coluna de cromatografia de afinidade HiTrap™ chelating HP de 1 mL, foi realizada
uma lavagem com solug@o A (tampao de ligag@o), contendo Tris HCI 30 mM pH 8,5, NaCl 300 mM e
Imidazol 10 mM, seguida de lavagens de 5 volumes de coluna (VC) com essa solucdo. A coluna foi
carregada com ions niquel apds a aplicacdo de NiSO4 0,1 M e para a retirada do excesso de ions, a
coluna foi lavada com 5 VC de H,O Milli-Q. O material obtido apds a lise celular foi filtrado com uma
membrana de 0,45 um e foi injetado a coluna que foi pré-equilibrada com solu¢do A com um fluxo de 1
mL/min em 5 VC. As etapas de lavagem e elui¢cdo foram executadas com o uso da bomba B do
equipamento que injetava uma solugdo denominada tampao de eluicao, contendo Tris HCl 30 mM pH
8,5, NaCl 300 mM e imidazol 500 mM. No procedimento de purificacdo utilizou-se o sistema de
purificacio AKTA FPLC, software UNICORN 5.1. A cromatografia foi realizada com um gradiente
linear de (2-100%) de tampao de eluicdo B, em uma extensdo de aproximadamente 70 mL. O perfil
cromatografico foi acompanhado por leituras de absorbancia em 280 nm e amostras das fragdes
coletadas foram verificadas por SDS-PAGE (Sambrook et al., 1989) e coradas com Coomassie Blue,
por 1 h, sob agitacdo. As fragdes que apresentaram a proteina de fusdo recombinante foram

selecionadas para o segundo passo cromatografico.

3.1.6 Cromatografia de exclusdo molecular (SEC)

O pool das amostras obtidas apds a primeira etapa de purificagdo foi concentrado por filtragdo
em Amicon (Millipore) com poros de 10 kDa, centrifugadas a 9000 xg a 4 °C até atingir
aproximadamente o volume de 500 pL. A coluna cromatografica Superdex 75 10/300 GL (GE
Healthcare) utilizada nessa etapa de purificagdo foi ambientada com tampao Tris HC1 30 mM pH 8,5 e
NaCl 300 mM e o fluxo utilizado para elui¢do da proteina foi de 0,5 mL/min. Utilizou-se como padroes
de massa molecular, as proteinas: aprotinina (6,5 kDa), ribonuclease A (13,7 kDa), anidrase carbonica
(29 kDa), ovalbumina (44 kDa) e conalbumina (75 kDa). Azul de dextrano 2000 foi empregado para

para determinar o volume morto da coluna (Ge! Filtration Calibration Kit low molecular weight, GE
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Healthcare). Foram coletadas apenas as fragdes que levaram a alteracao do pico de absorbancia de

UVas, as quais foram armazenadas a -4 °C.

3.1.7 Espalhamento de luz dinamico (DLS) da proteina CnTrrl

DLS fornece informacdes sobre o raio hidrodindmico da proteina e monodispersividade
populacional (homogeneidade estrutural) (Murphy, 1997). As andlises foram realizadas a 18 °C, no
equipamento Zetasizer Nano ZS90, Malvern. As amostras resultantes da purificagdo por cromatografia
de afinidade, foram centrifugadas por 5 min a 13.000 xg e os sobrenadantes foram aplicados em cubeta
de quartzo para a realizacdo de medidas de DLS. Foram utilizados 500 pL de amostra em uma
concentragao 0,1-0,2 mg/mL em Tris-HCI em diferentes faixas de pH. O software Zetasizer 6.12 foi

utilizado no processamento dos dados.

3.1.8 Determinacao da concentracio proteica

Para a quantificacdo da proteina recombinante utilizou-se o método baseado na leitura de
absorbancia direta da proteina a 280 nm e do coeficiente de extingdo para a predigdo da massa
molecular da proteina. A concentragdo da proteina foi obtida pela equagao de Lambert-Beer: A=¢x 1x
C. Onde, A ¢ a leitura de absorbancia; € ¢ o coeficiente de extensdo molar; 1 ¢ o comprimento do
caminho 6tico em centimetros; C ¢ a concentragdo em mol/L. A concentragdo molar determinada foi
multiplicada pelo fator de diluigdo. O valor calculado de € para CnTrrl foi 33015 M ¢cm™, com um
peso molecular de 39868,7; esses dados foram determinados a partir da sequéncia de aminoacidos da

proteina pela ferramenta Protparam do site Expasy (http://web.expasy.org/protparam/).

3.1.9 Anailise da estrutura terciaria da proteina CnTrrl por espectrofluorimetria

Mudangas conformacionais da proteina CrnTrrl (0,045 mg/mL) foram avaliadas por medidas de
emissdo de fluorescéncia do residuo triptofano em um espectrofluorimetro Jasco (FP6500, Japao),
acoplado a um controlador de temperatura do tipo Peltier (Jasco ETC-273T Japao). Os ensaios foram
realizados em diferentes pHs, utilizando tampao citrato de sédio 5 mM (pH 4,0 4.4, 5,0 ¢ 6,0) e hepes 5
mM (pH 7,0 8,0 e 9,0). Para os ensaios todos os tampdes foram filtrados em membrana de celulose
com poro de 0,2 um. Os residuos de triptofano foram excitados a 295 nm, com abertura dos slits de
excitacdo e emissdo em 5 nm e 10 nm, respectivamente. Os espectros de emissao foram coletados a 25
°C, em comprimentos de onda de 300 a 570 nm. Os dados foram analisados usando o programa

Graphpad Prism® (version 6.01, 2000).

A atividade de oxidase da proteina CnTrrl (0,045 mg/mL) foi determinada pelo consumo e

ligacdo do NADPH, acompanhado pela alteracdo da intensidade da banda de emissdo do triptofano em
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decorréncia desta ligagdo. O ensaio de atenuagdo foi conduzido a 340 nm, utilizando tampao citrato de
sodio 5 mM (pH 4,0 4,4, 5,0 ¢ 6,0) e hepes 5 mM (pH 7,0 8,0 e 9,0), sob concentracdes crescentes de
NADPH (26-600 uM). Os dados de atenuacdo de fluorescéncia foram utilizados para calculo da
constante de Stern-Volmer (Ksv), conforme equagao 1:

Fo/ F =1+ Ksv[Q] ou Ksv = ((Fo/F) -1)/[Q] (eq- 1)

Onde F, e F sdo as intensidades relativas de fluorescéncia na auséncia e na presenca do
supressor, respectivamente, [Q] € a concentragdo molar do supressor ¢ Ksy € a constante de supressao
de Stern—Volmer. A curva de saturagdo de ligagdo do NADPH a CnTrrl foi ajustada usando método de
regressdo nado-linear disponivel no programa GraphPad Prism®. Os dados obtidos pelo ensaio de
saturagdo foram utilizados para calcular os pardmetros Bumax (ligacdo especifica maxima) e K, (constante
de dissociagdo). Além da constante de Ksv, também foi calculada a constante de associacao (K,) entre

CnTrrl e NADPH, conforme mostrado na equagao 2:
Log (Fo-F)/F = K, + nLog [Q] (eq. 2)
Onde K, ¢ a constante de ligacao relacionada a afinidade entre a proteina e o ligante, e n ¢ o

numero de sitios de ligacdo do complexo formado (Mathavan et al., 2015). Esses dados foram

calculados a partir da curva ajustada por regressao linear, usando GraphPad Prism (version 6.01, 2000).

3.1.10 Analise da estrutura secundaria da proteina Crn'Trr1 por dicroismo circular

A estrutura secunddria da proteina CnTrrl foi caracterizada por ensaios de dicroismo circular
(DC). Os ensaios foram realizados utilizando o espectropolarimetro Jasco J-815 (Jasco Instruments,
Japao), com temperatura controlada por um sistema Peltier (Jasco Analytical Instruments), acoplado a
um banho termostatico. Os espectros dicrdicos foram obtidos em regido distante do ultravioleta (UV)
(190-260 nm) a 25 °C. Os ensaios foram conduzidos em uma cubeta de quartzo de 0,1 cm de caminho
optico. A proteina (0,15 mg/mL) foi diluida em tampao acetato de sodio 2 mM (pH 4,0 e 5,0) e tris-HCl
2 mM (pH 7,0 e 9,0), na auséncia e presenga do NADPH (26 ¢ 56 uM). Trés espectros dicroicos
consecutivos foram acumulados e a média foi subtraida do espectro de contribuicdo dos tampdes. As
leituras foram realizadas a cada 0,1 nm e as elipticidades foram convertidas para elipticidade molar

([6]M) com base na massa molecular de 115 Da por residuo (Adler et al., 1973).

3.1.11 Ensaio de termoestabilidade da proteina CnTrr1 por dicroismo circular

A estabilidade estrutural da proteina foi caracterizada mediante variacdo de temperatura.
Portanto, curvas de desnaturagdo da proteina foram obtidas nos pHs 4,0 5,0, 7,0 ou 9,0, na auséncia e

presenca do NADPH (26 e 56 pM) com temperatura variando entre 25 e 95°C. As curvas foram obtidas
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no comprimento de onda de 222 nm e, simultaneamente, trés espectros dicrdicos foram coletados em
regido distante da UV (190-260 nm) a cada 10 °C. As curvas obtidas na desnaturacdo térmica foram
normalizadas e expressas quanto a fracdo desdobrada da proteina (fy) versus variagdo da temperatura
(°C), de acordo com a equagdo 3. Para obter os dados de estabilidade da proteina foram utilizadas as
equacdes listadas abaixo logo abaixo (Pace, 1997). Os parametros termodinadmicos (entalpia [AH],
entropia [AS], a temperatura de fusio (7,,) ¢ a energia livre de Gibbs a 25 °C [AG*]) foram calculadas a

partir da aproximagado de van't Hoff (eq. 3-6; e eq. 7).

fu=(Sa—[0IM)/ (Sa - Su) (eq. 3)
Keq= fu/ (1=fu) (eq- 4)
AG =—R Tln K¢ (eq. 5)
R InKe = —AH (1/T) + AS (eq. 6)
AG = AH-TAS (eq. 7)

Onde, S, e S, representam fragdo nativa e desnaturada, respectivamente obtidas por regressao linear;
R é a constante universal dos gases (1.987 cal K mol ), e T é a temperatura em Kelvin (K). A
temperatura de fusdo (7,,) corresponde ao ponto de inflexdo da curva de desnaturagdo térmica. Este
dado foi calculado a partir do ajuste ndo linear das curvas de desnaturagao obtidas e também por meio
do grafico AG vs temperatura, no qual 7,, corresponde a temperatura em AG =0 (AG=0=AH - T AS).
Todos os parametros calculados foram estimados utilizando o software Origin 8.0 (OriginLab,

Northampton, USA).

3.1.12 Cristalizacio da proteina recombinante CnTrrl

Para a realizagdo do experimento de cristalizacdo, CnTrrl foi dialisada em tampao Tris HCI 10
mM pH 8,5 e NaCl 30 mM. CrTrrl foi inicialmente concentrada até 10 mg/mL e logo apds, foi
incubada com 0,2 mM de FAD por 30 min e finalmente concentrada até ~35 mg/mL. O ajuste da
concentragao foi feito usando o concentrador Ultra-Amicon (Merck). Antes do inicio dos ensaios, a
proteina foi mantida em banho de gelo e depois centrifugada por 15 min a 12000 Xg, sendo utilizado o
sobrenadante. A triagem para obter condi¢des iniciais de cristalizagdo foi realizada, utilizando o robo
MOSQUITO (TTP LabTech) em placas de 96 pogos. 0,2 pL da solucdao de proteina foram misturados
com 0,2 pL da respectiva solugdo precipitante para cada um dos 96 pogos, o reservatdrio foi preenchido
com 100 uL do agente precipitante. Os screens utilizados foram os kits Crystal Screen I e Il (Hampton
Research) e os Kits PACT premier HT-96 ¢ JCSG-plus HT-96 (Molecular Dimensions). Cristais de

diferentes condigdes de cristalizagdo foram posteriormente optimizados em placas de 24 pocos usando
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o método de difusdo de vapor em gota sentada, contendo 1 pL da proteina misturada com 1 pL de
solucdo do reservatorio. Os experimentos de cristalizagdo foram determinados em sala com controle de

temperatura a 20 °C.

Adicionalmente, foi utilizada a técnica de seeding (D’Arcy et al., 2007). Sendo assim, uma
solucdo estoque (seedstock) foi preparada com cristais iniciais (em forma de agulha) triturados na
solucdo de cristalizagdo (50 pL), utilizando um tubo ependorf com uma microesfera de vidro; a mistura
foi agitada em vortex por 10 min. Esta solugdo estoque foi diluida 10x, 10°x, 10°x e 10%x. Gotas
contendo um volume de 1,5 pL da solugdo de cristalizagdo e 0,3 uL do seed (solugdes com sementes)

foram feitas e depois, 1,2 pL da proteina foi adicionada as novas gotas.

3.1.13 Coleta de dados de difraciao e determinacio das fases

Os cristais foram levados a linha de cristalografia de proteinas do LNLS em Campinas (Sao
Paulo), e submetidos a experimento de difragdo de raios X. Os cristais obtidos foram resfriados a 100 K
com fluxo de nitrogénio gasoso. O detector Pilatus 2M coletou informagdes da intensidade e da direcao
dos feixes difratados. Utilizando o programa HKL2000 (Otwinowski e Minor, 1997) foi feita a
indexacdo e integragdo dos dados, para determinar os parametros da célula unitaria e o grupo espacial.
Em seguida foi realizado o agrupamento, escalonamento e a promediacdo das reflexdes equivalentes
com o programa DENZO/SCALEPACK do pacote do HKL2000 (Evans, 1997). A resolu¢do da
estrutura, foi realizada através do método de substituigdo molecular (MR), utilizando o programa
PHASER (McCoy et al., 2007). A estrutura cristalina de Trrl de S. cerevisiae (cd6digo PDB: 3ITJ)

(Oliveira et al., 2010), foi usada como modelo de busca.

3.1.14 Refinamento e validacido da estrutura cristalografica de CnTrrl

O refinamento foi feito com os programas REFMAC (Murshudov et al., 1997) e Phenix.refine
(Afonine et al., 2005). O programa Coot v.0.8.2 (Emsley e Cowtan, 2004) foi utilizado para inspecao
visual, substitui¢ao de aminoacidos ¢ ajuste da molécula ao mapa de densidade eletronica. Inicialmente,
realizou-se um refinamento de corpo rigido, seguido de um refinamento com restrigdes, e TLS
(translagdo, libragdo, parafuso) onde foram avaliados os valores de R € Ryucor. ApOs varios ciclos de
refinamento, as moléculas de dgua foram adicionadas com o programa REFMAC do pacote CCP4. O
acompanhamento da qualidade deste processo ¢ feito por meio do célculo do fator R. Como R pode ser
minimizado artificialmente e levando em consideragdo a redundancia dos dados de raios X, uma
pequena porcentagem das reflexdes sdo excluidas do refinamento e utilizadas como um conjunto de

teste no calculo de um novo fator R chamado Ry.., que ¢ isento de minimizacao artificial (overfitting).
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A qualidade estereoquimica do modelo foi avaliada utilizando-se os programa Procheck
(Laskowski et al., 1993) e Molprobity (Chen et al., 2010), bem como os graficos de Ramachandran
(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php) e o servidor wwPDB validation software. Todas
as representacdes graficas apresentadas neste trabalho foram geradas com a utilizagdo do programa
PyMOL1.7.2.1 (http://www.pymol.org). CnTrrl foi depositada no Protein Data Bank (Www.rcsb.org)
sobre o codigo SW4C.

3.1.15 Testes in silico
Ligantes

Inicialmente, os ligantes foram obtidos por colaboracdo com o Prof. Dr Bernard Maigret do
grupo LORIA, na Universidade Henri Poincaré, Nancy, Franca; que na auséncia da estrutura 3D
resolvida experimentalmente para a proteina tioredoxina redutase, utilizou métodos computacionais
para predizer por modelagem molecular por homologia a estrutura da Trrl de C. neoformans. Apds a
construgdo, refinamento e avaliagdo do modelo, pequenas moléculas (small molecules) que possam
bloquear a acdo da proteina alvo (modelo de CnTrrl) foram selecionadas pela varredura virtual.
Posteriormente, com a analise da distribuicdo dos scores, ou seja, as afinidades de liga¢do preditas, o
grupo do Professor Maigret identificou 19 small molecules (compostos candidatos ou hits). As
moléculas selecionadas por varredura virtual do banco de dados da Life Chemicals
(http://www.lifechemicals.com/) foram adquiridas e testadas no nosso grupo de pesquisa. Das 19, 2
moléculas apresentaram atividade antifungica in vitro contra C. neoformas (H99) (Capitulo II),

chamadas de: molécula 3 e molécula 14, que por razdes de patenteamento nao serdo aqui mostradas.
Preparacgdo da proteina alvo

A estrutura cristalografica de CnTrrl resolvida neste trabalho foi utilizada nos protocolos de
docking e dinamica molecular (DM). Esta proteina apresenta um homodimero interagindo com o

cofator FAD em cada subunidade, e apresenta o sitio ativo oxidado (conformagao FO).
Modelagem da conformacao reduzida (FR)

Para a criagdo do modelo na forma reduzida (FR) de CnTrrl, usou-se o dominio do FAD na
conformacdo oxidada, em quanto que o dominio do NADPH de CrnTrrl foi modelado usando as
coordenadas do dominio NADPH de EcTrxR (E. coli) que encontra-se na conformagdo reduzida
complexada a tioredoxina e ao analogo de NADP*, AADP" (PDB 1F6M). Posteriormente, os dominios
de ligagdo do NADPH foram superpostos. Assim, o dominio do FAD da CrTrrl e o dominio do
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NADPH da proteina homologa foram dispostos usando o software MODELLER (Eswar ef al., 2001)
para modelagem por homologia, 5 modelos na conformacao FR foram obtidos, sendo que o melhor
modelo foi escolhido de acordo com a qualidade estereoquimica da estrutura usando o graficos de
Ramachandran do software RAMPAGE, e o servidor on-line Swiss Model para a validagdo dos
modelos gerados, que analisa varios padrdes estatisticos como as caracteristicas geométricas do modelo

que sdo comparadas com distribui¢des estatisticas obtidas a partir de estruturas experimentais (Biasini

etal, 2014).
Docking dos ligantes

Dois tipos de docking foram feitos: um com a estrutura 3D da CnTrrl na conformagdo oxidada
e outro com o modelo na conformacao reduzida. Além disso, para cada conformagao foram realizados
docking da proteina rigida na presenca e auséncia do cofator FAD, onde, somente os compostos

inibitdrios tiveram a possibilidade de fazer a rotacdo dos angulos torcionais entre suas ligagdes.

O programa utilizado para as andlises de docking foi o AutoDock Vina (Trott e Olson, 2010).
Antes de se realizar esse experimento in silico preparou-se tanto a proteina quanto o ligante para a
corrida, para isso utilizou-se o pacote MGLTools. Para preparar as coordenadas, foram retiradas todas
as moléculas de agua e ligantes da estrutura da proteina, e adicionaram-se os hidrogénios polares que
nao estavam presentes no arquivo do PDB. A seguir, definiu-se a area em que foi feita a procura das
poses (grid box), em outras palavras, a regido em que o ligante deve interagir (na conformacao FO:
size x =30, size y = 22, size_z = 28; e na conformagdo FR: size x =30, size y = 30, size_z = 38), a
qual compreende toda a regido do sitio ativo. Apds isso, realizou-se a preparacao do ligante, ao carregar
0 composto no programa automaticamente ¢ detectada a carga do ligante, além disso, cada atomo
presente na molécula ¢ classificado e as ligagdes passiveis de rotacdo detectadas. Para realizacdo dos
experimentos selecionou-se um valor de exhaustiveness fixa para cada tipo de docking, 200 para
docking com a proteina rigida. As analises foram feitas utilizando os programas Pymol para gerar as
imagens, os calculos do RMSD foram feitos utilizando o programa VMD e imagens com liga¢des de

hidrogénio e interagdes hidrofobicas usando o LigPlot+.
Complexo CnTrrl-CnTrxI por docking

O modelo na conformacgao FR, serviu para ancorar a Trx1 de C. neoformans (5JY5). O servidor
ClusPro 2.0 protein-protein docking (Kozakov et al., 2017) ¢ atualmente uma ferramente utilizada no
desafio de prever as interagdes entre proteinas. O servidor realizou o docking de corpo rigido e

selecionou 20 complexos energeticamente favoraveis, apos a realizagdo de movimentos de rotacao e
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translagdo da proteina (ligante) em relagdo a o receptor, mantido fixo. Para selecionar o melhor modelo,
foi construido um segundo modelo do complexo Trrl-Trx1 através da sobreposi¢do de CnTrrl sobre o
complexo Trx de E. coli (PDB: 1F6M). Os critérios utilizados para selecdo do complexo foram
distancia entre o ligante e o receptor, e direcdo correta do docking baseada no reconhecimento do
substrato (Trx de E. coli). Por médio da comparagdo dos modelos, selecionamos o melhor complexo

entre os 20 clusters indicados pelo programa.
Dindmica molecular (DM)

As coordenadas da conformacdo reduzida da CnTrrl foram submetidas a dinamica molecular
(DM) utilizando o programa Gromacs (Pronk et al., 2013), versao 5.1, com o campo de forca gromos
54A7 (Schmid et al., 2011). A estrutura submetida a dindmica contém um total de 333 aminoacidos,
com auséncia de 13 residuos na regido N-terminal (ndo foram identificados na estrutura oxidada) e 22
residuos correspondentes ao loop extra na regido C-terminal. Executou-se duas dinamicas diferentes,
primeiramente foi realizado um experimento com a CnTrrl (FR) retirando o cofator FAD (100 ns), em
seguida os compostos foram testados na pose selecionada pelo docking (ocupando a posigao do sitio
ativo e/ou cofatores). A segunda dinamica foi realizada com o cofator FAD, os parametros do campo de
forca do FAD foram obtidas da tese doutoral de Feenstra, (2002). Em seguida, as cargas atdmicas
foram obtidos do arquivo de topologia criado no servidor PRODRG (Schuttelkopf et al., 2004). Apos a
adigdo das cargas com os dados ja previamente parametrizados, foi montado o cofator com a estrutura e

submetidos a DM por 100 ns.

A fim de obter um modelo com um arranjo mais preciso e com um melhor relaxamento, a
proteina (com e sem o FAD) foi inicialmente solvatada em uma caixa de moléculas de 4dgua, um
dodecaedro com a distancia de 0,7 nm entre o soluto e as laterais da caixa, variando em torno de
~73000 moléculas de solvente por DM. Foi realizada a adi¢do de ions, em geral 5 ions de Na". As
simulagdes de dinamica molecular foram realizadas em trés etapas: minimizagdo da energia, equilibrio
do sistema e dindmica molecular. O sistema foi inicialmente minimizado energeticamente para localizar
as conformacdes de menor energia com o algoritmo steepest descent. Durante o equilibrio do sistema, a
simula¢do foi conduzida até que as propriedades do sistema estivessem estaveis. Duas etapas de
equilibrio foram feitas, a primeira relacionada a temperatura (100 ps), na qual o sistema alcangou o
valor de 300 K e ficou estavel. Em seguida, foi feita a segunda etapa de equilibragdo, a de pressao (100
ps). A etapa da DM foi feita logo depois utilizando aceleradores de GPU. Os graficos de rmsd foram

gerados por rotinas internas do Gromacs. Todos os testes de modelagem, docking ¢ DM contaram com
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o suporte do estudante de doutorado Jonatas Cunha Lima (UnB-Brasilia). Na Figura 7 esta resumido o

processo que foi usado para os estudos in silico.

Modeller
5w4C 1F6M (dominio NADPH) - Modelo
 Tirl ox i Tnl'“’ AAAAA
E Docking
: =
Docking . {FAD E + FAD
=)
L -FAD ,E, - FAD
2 +FAD
§ APO << - FAD
a - HOL0< +FAD

- FAD

Figura 7. Resumo dos ensaios in silico realizados em Trrlox € no modelo Trrlyeq. +tFAD: docking com o
cofator, -FAD: docking sem o cofator. APO: DM de CnTrrl sem a parametrizacio do FAD, HOLO: DM de
CnTrrl com a parametrizacdo do FAD.

75



3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos de expressao heteréloga em larga escala, e os testes de atividade enzimatica da
proteina recombinante foram padronizados durante a etapa de mestrado por Bravo-Chaucanés (2014).
A melhor condicdo para producdo da proteina recombinante solavel foi obtida expressando CnTrrl na
linhagem de E. coli BL21(DE3) com IPTG 1 mM, 0,5% de glicose e 20 uM de FAD por 6 h a 37 °C

em meio LB.

3.2.1 Cromatografia de afinidade da proteina recombinante CnTrrl

As células expressas provenientes de 2 L de meio LB foram ressuspensas em tampao de lise. O
sobrenadante obtido foi aplicado em uma coluna de cromatografia de afinidade e a eluicao foi realizada
mediante a aplicacdo de gradiente linear de imidazol. O pico de elui¢do da proteina foi visualizado no
perfil cromatografico quando o imidazol foi injetado em uma concentragdo de ~200 mM. As fragdes
correspondentes ao pico foram confirmadas por andlise eletroforética em gel SDS-PAGE 12% como
mostrado na Figura 8, que revelou uma banda proteica na altura de 39 kDa, que corresponde a massa
molecular esperada. Os resultados indicam que a proteina foi produzida na forma soluvel, e foi

purificada com sucesso apresentando uma cor ligeiramente amarela, que ¢ indicativo da flavina ligada.
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Figura 8. Purificacdo da proteina recombinante Trrl de C. neoformans. (A) Perfil cromatografico da
proteina solubilizada e purificada do extrato de E. coli BL21(DE3) em uma coluna de niquel. A frago foi eluida
da coluna IMAC com ~40% de tampdo de elui¢do usando o sistema de expressio AKTA Purifier (linha preta
pontilhada, % do imidazol). (B) SDS-PAGE das fragdes obtidas na purificagdo. Os numeros (1-4) indicam o pico
do cromatograma, com fragdes de 1 mL. (0 h) sem IPTG. (6 h) indugdo com IPTG 1 mM. Presenca de CnTrrl
nas etapas de eluicdo com uma banda de aproximadamente 39 kDa conforme esperado. (M) Marcador de massa
proteica Unstained Protein.

Estudos no nosso grupo de pesquisa de Trr-His (cauda de histidina) em outros fungos

patogénicos humanos, C. albicans e P. lutzii, concordam com nossos resultados, a proteina
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recombinante expressa no sistema BL21(DE3) a 37 °C ¢ encontrada na fragdo soluvel, e ¢ purificada
com alto nivel de pureza (Godoy et al., 2016; Abadio et al., 2015). O rendimento foi em média de 5 mg

de Trrl por litro de cultura bacteriana.

3.2.2 Espalhamento dindmico de luz (DLS) da proteina recombinante CnTrrl

Logo ap6s da cromatografia de afinidade e a avaliacdo de sua eficiéncia mediante SDS-PAGE,
as fracoes ecluidas foram submetidas a medidas de DLS. As informacdes adicionais sobre a
polidispersidade da proteina em diferentes pHs pode ser observada no ANEXO B (Tabela 4). O
resultado obtido neste estudo indica que as populacdes se apresentam monodispersas na solug¢do

tampao em pH acido e basico com indice de polidispersividade (PDI) de aproximadamente 0,15.

3.2.3 Cromatografia de exclusdo molecular da proteina recombinante CrnTrrl

Para obter maior nivel de pureza da proteina e estimar a massa molecular, foi executada a
técnica de cromatografia de exclusdo molecular. A amostra de 500 pL, foi aplicada na coluna de
exclusdo molecular a uma concentragdo de ~2 mg/mL. O volume de eluigdo apresentou um pico
maximo de absorbancia no volume de 8,36 mL, confirmando que CnTrrl comporta-se como um
dimero em solu¢do com uma massa estimada de 75 kDa, (mondmero ~39 kDa) (Figura 9).
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Figura 9. Grafico da cromatografia de exclusio molecular para CnTrrl. A proteina foi carregada numa
coluna Superdex 75 10/300 (GE), executada em Tris-HCI 30 mM pH 8,5 ¢ NaCl 300 mM, com uma taxa de
fluxo de 0,5 mL/min. A inser¢@o mostra a curva de calibra¢do da coluna. A massa molecular estimada para Trrl é
de 75 kDa. As proteinas utilizadas como padrdes na curva de calibragdo foram: 1. aprotinina, 2. ribonuclease A,
3. anidrase carbonica, 4. ovalbumina e 5. Conalbumina (75 kDa). O circulo cinza na inser¢do indica a posigdo
correspondente ao volume de eluicao.

De acordo com o proposto na literatura, as L-Trr de bactérias, fungos, entre outros organismos,

sdo enzimas diméricas que contém uma flavina e um dissulfeto ativo redox em cada subunidade
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(Horecka et al., 1998; Williams et al., 2000; Zhang et al., 2009). Corroborando nossos resultados, Yang
e cols., mostraram que a massa molecular nativa da enzima de uma bactéria termofila purificada pela
cromatografia de filtracdo em gel, foi estimada em cerca de 67 kDa (37 kDa, mondmero) indicando que
a Trr purificada apresenta-se como um homodimero (Yang e Ma, 2010). Perez-Ruiz e cols.,
demostraram que na auséncia do NADPH, a enzima Trr de cloroplastos ¢ eluida como um oligdmero de
elevada massa molecular (acima de 669 kDa). Em quanto que, a adi¢do de NADPH provoca uma
mudanca drastica no estado de agregacdo. A forma oligomérica quase completamente desaparece, € a
maioria da enzima ¢ eluida como uma molécula de baixa massa molecular, provavelmente
correspondente ao dimero, embora alguns estados intermedidrios de agregacdo fossem detectados

(Pérez-Ruiz et al., 2009).

3.2.4 Espectros de CnTrrl em diferentes pHs e na presenca de NADPH

Os estudos de fluorescéncia intrinseca da CnTrrl foram realizados nos pHs 4,0, 4,4, 5,0, 6,0,
7,0, 8,0 ¢ 9,0. Os espectros de emissao do triptofano apos excitacdo em 295 nm, mostraram uma
emissdo de fluorescéncia maxima em aproximadamente 332 nm para o pH 4,0; 331,4 nm para o pH
4.,4; 331,7 nm para o pH 5,0; 330,1 nm para o pH 6,0; 331,5 nm para o pH 7,0; 332 nm para o pH 8,0 ¢
332 nm para o pH 9,0 (Figura 10).
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Figura 10. Espectros de emissio fluorescéncia da proteina CnTrrl em diferentes pHs.

Os valores da intensidade de emissdo de fluorescéncia emitida da CnTrrl foram maiores nos pH
5,0 e 8,0. Adicionalmente, os espectros de emissdo de fluorescéncia mostraram-se dependentes do pH,
gerando deslocamentos entre as faixas testadas. No pH 6,0 houve maior deslocamento da banda de
emissdo para comprimentos de onda menores (330,1 nm), sugerindo mudangas no ambiente i6nico ao
redor dos triptofanos. A variacdo da forca ionica do ambiente provavelmente gerou reposicionamento
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dos triptofanos para regido semienterrada, no interior da proteina, levando a diminui¢do da intensidade

de emissdo de fluorescéncia.

A variagdo da fluorescéncia de modo dependente do pH ¢ influenciada pelos grupos supressores
adjacentes ao triptofano. Segundo Lakowicz (2008), o mecanismo de supressdo requer a transferéncia
de um proton intramolecular de um grupo protonado (exemplo: grupo carboxilico) para o anel indol do
triptofano, que ocasiona um rendimento quantico reduzido por causa da protonagdo do anel indol. A
analise de sequéncia e estrutura da CnTrrl, evidenciam a presenga de trés residuos de triptofano (Trp'?/,
Trp'® e Trp*’), que provavelmente estdo contribuindo para os espectros de emissdo de fluorescéncia
obtidos. Especificamente, como o Trp'® na estrutura oxidada, estd proximo da cisteina Cys'” do sitio
ativo, € possivel que este aminoacido esteja envolvido na formagao do sitio catalitico. Adicionalmente,
a vizinhanga hidrofébica deste residuo favorece a internalizagdo e, provavelmente, a configuragdo do
sitio catalitico. Aminodacidos carregados (Glu™’-Glu'® e Arg"') também sdo observados perto do anel
inddlico. O Trp'?" localizado no dominio de ligagdo ao FAD estd rodeado de residuos carregados
negativamente (Glu'*?-"**), enquanto que o Trp*’ ¢ encontrado no dominio de ligagio ao NADPH na
periferia da estrutura, embora com dois aminoacidos carregados negativamente (Asp?'>-Glu*'°) perto do

anel.

Estudos com outras proteinas (3a-hidroxiesteroide desidrogenase que utiliza o NADPH como
cofator) mostraram que os triptofanos que se encontram perto do sitio ativo sdo importantes na ligagao
do substrato. A fluorescéncia pode ser suprimida apds a ligacio do NADPH, por um mecanismo de
transferéncia de energia (10 A do anel de nicotinamida), que estd relacionado com mudanca
conformacional da proteina apds a ligagdo do cofator (Jez et al., 1996). Atualmente, ndo existe nenhum
estudo de mutagénese sitio dirigida para investigar as contribuigdes dos trés triptofanos na
fluorescéncia de CnTrrl e os papéis de cada um relacionado ao cofator. Porém, nos estudos realizados
nesse trabalho, com o modelo reduzido da CnTrr1-AADP, conformagio FR (pag. 72), o Trp*’e o Trp'®
se localizam a uma distincia de ~17 ¢ 20 A do anel de nicotinamida, respectivamente, sendo 0s
residuos Trp mais proéximos para que a transferéncia de energia ocorra. Sendo assim, sugere-se que
estes triptofanos contribuiriam mais para os espectros de fluorescéncia. No entanto, a supressao de
fluorescéncia pode também resultar de uma supressdao de outros residuos no bolsdo de ligacdo do

cofator.

Estudos de mudanga conformacional da proteina CnTrrl foram realizados na presenga do
NADPH nos pHs 4,0; 4,4; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 e 9,0. A Figura 11, mostra a diferenca nos espectros de

emissdo de fluorescéncia da CnTrrl na auséncia e na presenca de NADPH. O cofator NADPH atua
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como agente atenuador, diminuindo a intensidade de fluorescéncia da proteina CrTrrl mediante o
aumento da concentragdo. Este resultado foi observado para todos os pHs avaliados, entretanto, nao

houve deslocamentos do centro de massa da banda de fluorescéncia mediante a adigdo de NADPH.
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Para os diferentes pHs avaliados em concentragdes crescentes de NADPH, a banda de
fluorescéncia da CnTrrl apresentou sutis deslocamentos da banda de emissdao em direcao a 340 nm. A
holoenzima (TrrlI-NADPH) no pH 4,0 apresentou um pico de emissdo em 333,5 nm, no pH 4,4 em
332,5 nm, no pH 5,0 em 332,6 nm e no pH 6,0 em 331,5 nm. Entretanto, nos pH 7,0, 8,0 ¢ 9,0 esse
descolamento nao foi observado (331,3, 3324 ¢ 332,4 nm, respectivamente). Essas mudangas nos
espectros de emissdao da CnTrrI-NADPH podem estar relacionadas a uma transi¢do conformacional,
em consequéncia da ligagdo do NADPH, afetando o microambiente das cadeias laterais dos triptofanos.
Adicionalmente, houve emissao de fluorescéncia simultinea do NADPH a 440-460 nm, indicando que
possivelmente parte da supressdo da emissdo de fluorescéncia da proteina, pode ter ocorrido pela
transferéncia de energia dos residuos fluorescentes da proteina para o anel 1,4-dihidronicotinamida de
NADPH que absorve na mesma regido espectral de emissao do triptofano (340 nm) (Kubiseski et al.,
1992). O aumento da fluorescéncia em 440-460 nm resulta da formagao do complexo enzima-NADPH,
onde o doador e o aceptor foram, respectivamente, o triptofano intrinseco de CnTrrl e o NADPH

ligado a enzima (Lacey et al., 2008; Li e Lin, 1996).

No pH 4,4 ¢ 5,0 a conformacao da proteina foi alterada com a adigdo de altas concentragdes de
NADPH. A banda de emissdao se deslocou para o vermelho (red-shift). Estes ajustes ocorreram
provavelmente em consequéncia da redistribuicdo parcial de cargas elétricas nas imedia¢des dos
residuos protonados (konev e Undenfriend, 1967). No pH 7,0 a perda brusca de intensidade da
fluorescéncia na presenca do NADPH, sugere que o ambiente molecular do triptofano foi afetado pelos
grupos carboxilicos das cadeias laterais dos aminodcidos acidos, que estavam negativamente

carregados em pH fisiologico.
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As caracteristicas de fluorescéncia para os nucleotideos de piridina reduzidos foram relatadas
para outras enzimas ligadas ao cofator (17/-desidrogenase, lactato desidrogenase, etc) mostrando que
no complexo enzima-cofator, a fluorescéncia do NADPH aumenta e a emissdo méaxima ¢ deslocada
para o azul. Esse efeito pode ser da mudanca conformacional da coenzima apos ligacdo ou da ligagao
da coenzima reduzida na superficie da enzima (Li e Lin, 1996). Na TrxR de E. coli, o AADP+ (anédlogo
de NADPH oxidado) suprime a fluorescéncia do FAD, enquanto que a do NADP+ ndo ¢ afetada. Na
TrxR de A. thaliana, AADP+ praticamente ndo altera a fluorescéncia do FAD, e o NADP+ aumenta.
Segundo Nivinskas e cols., isso pode ser atribuido a supressdao da fluorescéncia do FAD que pode ser
causada pelo anel doador de eletrons 3-aminopiridina da AADP+ ou devido a diferencas nas posigdes
relativas dos dominios de ligagdo ao FAD e ao NADP(H) em E. coli e A. thaliana. Neste caso, o
dominio NADP(H) da AfTrxR deve ser girado em 8° para se sobrepor sobre o dominio correspondente
da enzima em E. Coli.(Nivinskas et al., 2001). Os resultados descritos aqui sugerem que a liga¢dao do
NADPH no dominio de ligagdo da CrTrrl suprime a emissdo de fluorescéncia da enzima e aumenta a
fluorescéncia do NADP(H). Estudos realizados com AADP+ relataram a supressdo de emissdo de
fluorescéncia da flavina, que ¢ uma sonda para localizacdo da posicdo da ligagdo do nucleotideo de
piridina ao FAD (Mulrooney e Williams, 1997). Estudos sugerem que o NADPH reduzido se liga a
oxidoredutase na conformacio FO, longe do FAD (distancia reportada na literatura ~17 A), onde nio
ha efeito sobre a fluorescéncia da flavina (Tu, 1981). Na Figura 11 ndo ¢ observada emissdo de

fluorescéncia a 540 nm, em nenhuma das concentragdes de NADPH.

Segundo Van Den Berg e col., (2001) a supressdo de fluorescéncia da flavina na conformagao
FO da Trr mutante em E. coli (C138S) ocorre devida a interacdo de transferéncia de cargas com um
residuo localizado em distancia van der Waals da flavina, resultando em um retorno quase instantaneo
ao estado fundamental. Os Unicos candidatos para tal interagdo seriam: Ser'*® e o grupo tiol na posi¢do
135, ja que estes residuos ficam na proximidade do local eletrofilico da flavina (N5 e atomos C4) na
conformacdo FO. Na conformacdo FR pelo contrario, esses residuos sdo afastados para o lado dos
grupos metil da flavina, que parece menos favoravel para a supressdo de fluorescéncia (Van Den Berg
et al., 2001). Assim, se sugere que a adicdo do NADPH induz transi¢des conformacionais na proteina,

mas, nao gerou um sitio de supressao adicional perto da flavina.

A emissdo de fluorescéncia de Trrl diminuiu com o aumento da concentracdo do supressor
NADPH. Portanto, os dados de atenuagao foram utilizados para calculo da constante de Stern-Volmer,
permitindo assim avaliar a linearidade da relagdo entre a supressao da emissdo versus o aumento na

concentracdo do NADPH em diferentes pHs. A constante de Stern-Volmer (Ksv) foi calculada
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transformando os dados em uma razdo Fo/F (intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca
do NADPH, respectivamente), que variou conforme aumento da concentragdo do atenuador (Q). No
grafico de Ksv os valores calculados para enzima ligada ao NADPH nos pHs 4,0; 4,4 ¢ 5,0 foram
semelhantes e altos, no entanto, para os pHs 6,0; 7,0; 8,0; e 9,0; os valores apresentados foram menores

(Figura 12).

Grafico de Stern-Volmer

Figura 12. Grafico de Stern-Volmer para
CnTrrl, usando o NADPH como atenuador a 25
°C. As concentragoes de NADPH utilizadas foram
de 0 a 520 uM, em tampao citrato de sodio 5 mM
pH 4,0; 4,4; 5,0 ¢ 6,0; e tampao hepes 5 mM pH 7,0;
8,0¢9,0.
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A linearidade do grafico de Stern-Volmer (Figura 12) indica que a proteina apresenta uma unica
classe de residuos de triptofano accessiveis ao atenuador (Lakowicz, 2008). Os valores das constantes
Stern-Volmer (Tabela 5), obtidos em func¢ao do pH, foram de duas ordens de magnitude maior do que o
valor reportado para o triptofano em agua. Estes dados indicam que a atenuagdo ocorrida ¢ do tipo
estatica (Lakowicz, 2006), em decorréncia da formag¢dao do complexo CnTrrl1-NADPH favorecido por
interagdes ndo covalentes nas vizinhangas dos residuos de triptofano. Adicionalmente, para o pH 4,4 e
5,0 os valores de Ksv foram maiores quando comparados aos outros pHs, o que sugere que a formagao

do complexo foi acompanhada de maiores mudangas conformacionais da proteina.

Tabela 5. Constante de Stern-Vomer (Ksv) e constante de dissociacido (K,) do complexo Trrl-
NADPH em pHs diferentes
Enzima-NADPH

pH K., (x10%) M"! R? K, (x10%) M! B (X107 R?

4,0 56,69 +2,3 0,97 4,27 £ 0,56 2,82 +0,19 0,98
4,4 60,06 + 3,4 0,94 1,47 £ 0,15 1,91 0,06 0,98
5,0 69,94 + 3.6 0,95 1,59 + 0,21 2,45+ 0,11 0,96
6,0 35,17+ 1,9 0,94 63,91 + - 16,78 + - 0,96
7,0 43,64 + 3,6 0,90 1,45 + 0,26 1,80 + 0,10 0,94
8,0 44,83 + 2.4 0,95 3,24 £ 0,29 2,25 + 0,09 0,99
9,0 43,64 + 1,07 0,98 3,10 £ 0,16 2,08 £ 0,05 0,99

Saturagdo ou B,..x= ocupacdo maxima. K, = concentragdo de ligante necessaria para determinar 50% da ocupagdo maxima; é
inversamente proporcional a afinidade.
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As constantes de dissociagdo foram calculadas para o complexo CnTrrl ¢ NADPH em
diferentes pHs (Tabela 5), considerando os dados das intensidades de fluorescéncia inicial de Trrl (Fo)
e a intensidade de fluorescéncia da enzima ligada ao NADPH (F) (Figura 12). Quanto menor o valor
de k, menor € a concentragcdo do ligante necessaria para saturar a proteina e maior serd a afinidade da
proteina pelo ligante. O valor de B, indica a saturacdo da enzima, ou seja, a concentracdo onde o

NADPH encontra-se em uma concentragdao que nao ocorre mais dissociagao.

Segundo os valores de K, calculados, a proteina apresenta maior afinidade ao NADPH nos pHs
4,4, 5,0 e 7,0; entretanto, para o pH 6,0 o valor obtido mostrou uma ligacdo ndo especifica. Na
estrutura do complexo SsTrxR-(NADP) em Sulfolobus solfataricus, o grupo fosfato P2B do NADP
esta localizado no sitio ativo, na proximidade da cadeia lateral do residuo Glu*. Segundo os autores, a
presenca desta cadeia lateral negativamente carregada provavelmente reduz a afinidade da proteina
pelo NADP" (Ruggiero et al., 2009). Estudos na proteina BmG6PD mostraram que o NADPH reduzido
tem uma afinidade maior pela proteina quando comparado ao NADP™ (1,5 x 10° M). A alta afinidade
de BmG6PD (Glucose-6-fosfato desidrogenase de Brugia malayi) pelo NADPH pode ocorrer devido a
ligacdo mais eficiente do NADPH no sitio ativo da proteina, onde o cofator ligado ¢ completamente
enterrado na fenda profunda da proteina, o que pode ser responsavel pela alta afinidade da ligagao do

cofator (Verma et al., 2016).

1.0
= pH4,0
- pH4,4 )
e pHS5,0
0.5 PH6,0
pH7,0 Figura 13. Interacio entre a proteina CnTrrl e o cofator
il NADPH monitorada pela atenuagio de fluorescéncia.
= = pHY,0 . L ,
& Grafico duplo logaritmico para o calculo da constante de
o i associacdo (K,) e numero de sitios de ligacdo (n). O
& NADPH foi utilizado em concentrac¢des variando de 0 a 520
Q uM em tampado citrato de s6dio 5 mM (pH 4,0; 4,4; 5,0 e
0.5 6,0) e tampao hepes 5 mM (pH 7,0; 8,0 € 9,0) a 25 °C.
-1.0 T T T 1

-4.2 ‘ -4.0 l -3I.8 I -3I.6 ' -3.4 -3.2
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A regressdo linear obtida a partir do grafico log ((Fo - F)/F) vs log[Q] (Figura 13), mostrou os
seguintes valores: pH 4,0: 5,3 (£ 0,32) x 10°M™"; pH 4,4: 4,3 (£ 0,21) x 10*M™"; pH 5,0: 5,17 (+ 0,20) x
10*M™"; pH 6,0: 3,8 (£ 0,31) x 10°M™; pH 7,0: 4,3 (+ 0,31) x 10*M™; pH 8,0: 3,85 (£ 0,29) x 10*M"; e
pH 9,0: 4,2 (+ 0,10) x 10* M. A partir dos valores de K, obtidos a afinidade da enzima pelo cofator
ocorre na ordem de: pH 5,0 > pH > 4,4 =pH 7,0 > pH 9,0 > pH 8,0 > pH 4,0 > pH 6,0. Sendo assim,
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os resultados mostraram que a CnTrrl apresentou maior afinidade ao NADPH nos pHs 5,0; 4,4 ¢ 7,0 e
menor afinidade nos pHs 4,0 e 6,0. Os valores n calculados do menor ao maior pH estudado foram de:
1,44 - 1,06 — 1,35 - 1,02 — 1,15 — 1,07 e 1,25. Este resultado sugere que existe apenas um unico local
de ligacao preferencial das moléculas do NADPH a proteina (Lissi et al., 2013).

3.2.5 Dicroismo circular

A estrutura secundaria da enzima CnTrrl foi caracterizada por dicroismo circular na regido
distante UV (190-260 nm) a 25 °C em fun¢do do pH. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Figura 14 e mostraram que a estrutura secundaria da CnTrrl é depende de pH. As bandas dicrdicas
negativas em 208 e 222 nm que correspondem ao sinal de a-hélice, diminuiram em funcdo da redugado
do pH. Nos pH 7,0 e 9,0, a proteina se apresenta mais estruturada, com elipticidade molar na regido de
folha B e a-hélice (218, 208 ¢ 222 nm respectivamente) em torno de -6. O contrario foi observado, para
os pHs 4,0 e 5,0, onde houve redugdo das bandas dicroicas. Portanto, a proteina em estudo nos pHs
neutros ¢ alcalinos ndo apresentou alteragdes nas estruturas secundarias a 25 °C, se comparado com o0s
pHs écidos (4,0 e 5,0). Os espectros dicroicos da proteina CaTrxR de C. albicans obtidos na regido Far-
UV estdo em concordancia com o resultado obtido para a proteina CnTrrl. Esta enzima, em condigdes
acidas, apresentou redugdo no sinal dicrdico na regido de bandas negativas de 208 e 222 nm, sugerindo
menor contetido de estrutura a-hélice e predominancia de estruturas em folhas 3, quando comparado ao

pH neutro e alcalino, indicadas pela banda positiva em 195 nm (Godoy et al, 2015).

Figura 14. Espectros dicrdicos em regidao Far-UV
(195-260 nm) da CnTrrl obtidos a 25 °C. A proteina
foi solubilizada em tampao acetato de sodio 2 mM (pH
4,0 e 5,0) e tampao tris-HC1 2 mM (pH 7,0 ¢ 9,0).

[6] (deg. cmz.dmol'l) X 103
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3.2.6 Estrutura secundaria da Cn'Trrl em funcio da temperatura
A estabilidade térmica da CnTrrl foi caracterizada em diferentes pHs. As curvas de
desnaturacdo térmica indicaram alteracdes na estrutura secundaria da proteina em fung¢do do pH e

aumento da temperatura, conforme mostrado na Figura 15 e 16. Os espectros dicroicos obtidos durante
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a desnaturagdo (195-260 nm) para os pHs 4,0 ¢ 5,0 mostraram uma diminui¢do gradual no sinal
dicroico (crescente até -0,5 e zero, respectivamente) em funcdo da temperatura, sugerindo a
desnaturacdo da proteina. Em contrapartida, no pH 7,0 houve uma diminui¢do lenta do sinal dicroico
em 208 nm, indicando mudancas na estrutura secundaria em regides ricas em a-hélice, principalmente
a partir de 75 °C, e mudangas sutis nas bandas dicroicas negativas em 218 nm e 222 nm. No pH 9,0
houve deslocamento das bandas dicréicas negativas de a-hélices (208 e 222 nm) para comprimentos de
onda de estrutura desordenadas (200 nm) em temperaturas acima de 65 °C, caracterizando perda de

estrutura secunddria da proteina.
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Figura 15. Espectros dicroicos em Far-UV na faixa de 195-260 nm da CnTrrl em funcio do pH e
temperatura. (A-B) Espectros de dicroismo circular em tampao acetato de sédio 2 mM pH 4,0 e 5,0. A seta
indica aumento da temperatura de 25 a 95 °C, com alteracdo no sinal dicréico. (C-D) Espectros de dicroismo
circular obtidos tampao tris-HCI em 2 mM nos pH 7,0 ¢ 9,0. A seta indica o aumento da temperatura de 25 a 95
°C, sendo a linha pontilhada preta correspondente a 95 °C.

86



Todas as curvas de desnaturacdo mostraram alteragdes na estrutura secundaria, sendo mais
pronunciadas nos pHs acidos. Entretanto, nos pHs 7,0 e 9,0, essas alteragdes foram menos evidentes,
principalmente em regides ricas em a-hélice. O sinal dicroico foi mantido em torno de -4400 e -6000
graus cm”/dmol a 95 °C, respectivamente, sugerindo desdobramento parcial e estabilidade estrutural da
proteina nestes pHs. Resultados similares foram observados na TrxR em C. albicans nos pHs 7,0 e 8,0
com a manuten¢do de um sinal dicrdéico em torno de -4500 e -5000 graus.cm “.dmol’ a 95 °C,
respectivamente (Godoy et al., 2016). Os resultados obtidos mostraram que a CrTrrl parece ser mais
estavel no pH 7,0, que no pH 9,0, e as maiores mudancas conformacionais ocorrem no pH 5,0. A
CnTrrl contém 15/11/21 do nimero total de residuos de Arg, His e Lys, enquanto que contém 34/17

residuos de Glu e Asp.

Os dados obtidos para as curvas de desnaturagao térmica foram normalizados considerando as
fragdes da proteina no estado nativo para o desnaturado (Fu). Os resultados do ensaio de desnaturacao
estdo mostrados na Figura 16A. Para todos os pHs avaliados apos 48 °C, desdobramento e/ou
alteragdes conformacionais da proteina sao observados. Nos pHs 7,0 € 9,0, o processo de agregagao foi
observado apds 70 °C, sugerindo um processo intermediario de dobramento/desdobramento da CnTrrl
de 25 a 95 °C, estado "globulo fundido" (molten globule) em ambos os pHs. Para o pH 5,0, a curva de
desnaturagdo normalizada de CnTrrl indicou que a proteina desdobra-se apresentando dois estados,
nativo/desnaturado. O ponto de inflexdo entre os dois estados, denominado de Temperature of Melting
(T.), foi de 49,15 °C (Figura 16B). J4 nos pH 4,0 7,0 ¢ 9,0 a proteina apresentou agregacao e,

portanto, os parametros termodinamicos nao foram calculados.

A. B.
0 A
1.0
= pH 4,0
=4 o pH 5,0
'-_3 pH 5,0
E -2
< 0.6
g
2 3 - Tm: 49,15
F, pH 9,0 0ed
= 0.2
0.0
6 T T T T T T T T T T T T T T
30 40 50 60 70 80 90 30 40 50 60 70 80 90

Temperatura ("C) Temperatura (°C)

Figura 16. Curvas de desnaturacio térmica da CnTrrl. (A) Curvas de desnaturagdo nos pH 4,0; 5,0; 7,0 e
9,0. (B) Normalizagdo da curva de desnaturagdo de CnTrrl no pH 5,0. A seta indica ponto de transi¢do
(Tmelting) entre estado nativo/desnaturado.
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Os resultados observados para CnTrrl estdo em concordancia com uma Trr de S. Solfataricus.
Para esta proteina, os experimentos de desnaturacdo térmica indicaram que em altas temperaturas o
desdobramento estd associado a agregacdo. Embora essa alteragdo estrutural ndo permita a
caracterizagao completa do processo de desnaturagdo da enzima, a aparéncia dos espectros de DC em
altas temperaturas (80 - 85 °C), e os espectros até 75 °C se assemelham aos coletados a temperatura
ambiente, indicando que a proteina ¢ termostavel (Ruggiero et al., 2009). O valor de 7,, calculado para
a CnTrrl em pH 5,0, ¢ semelhante ao valor de T,, de 48 °C obtido para a proteina CaTrxR e proteinas

mesofilicas, respectivamente (Godoy ef al., 2016; Kumar e Nussinov, 2001).
3.2.7 Parametros termodinamicos

Os parametros termodinamicos, calculados de acordo com a aproximagao de van't Hoff (Figura
17) para o pH 5,0, foram AH = 49,770 kcal/mol, AS = 154,57 cal/mol.K, e energia livre Gibbs (AG*) =
3,588 kcal/mol, que sdo compativeis com processo endotérmico e com a estabilidade moderada da
proteina. Adicionalmente, estes valores foram proximos, se comparado a TrxR de C. albicans, que

apresentou estabilidade moderada (Godoy et al, 2015).

R Ln Keq

Figura 17. Aproximacio de van’t Hoff de CnTrrl no pH 5,0.
Por meio dessa relagdo foram calculados a variagdo de entalpia
(AH) e de entropia (AS). O indice de correlagdo (R?): 0.99.

T T T T 1
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Temperatura (1/T(K)). 10°

Em geral, os residuos de aminoacidos mais abundantes que compdem a CnTrrl sdao Gly
(10,2%), Ala (9,4%) e Thr (9,2%), bem como residuos de aminoacidos carregados (12,7% carregados
positivamente e 13,8% carregados negativamente), com conteudo relativamente baixo de cisteinas
(0,8%). A estabilidade conformacional das proteinas pode ser explicada ndo somente pelas interagdes
eletrostaticas, mas também pelas contribuigdes que geram as interagdes hidrofobicas, as ligacdes de
hidrogénio e as ligacdes dissulfeto que sdo responsaveis pelo dobramento e estruturacdo apropriada.
Considerando a oxidoredutase CnTrrl uma estrutura homodimérica, espera-se que apresente dois

ligacdes de dissulfeto, estas ligagdes aumentam a estabilidade conformacional principalmente ao
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restringir as conformagdes desdobradas da proteina e assim diminui sua entropia conformacional (Pace,

1990).
3.2.8 Espectros Far-UV de CnTrr1 a 25 °C, complexada ao NADPH em func¢io do pH

A estabilidade estrutural da CnTrrl na presenga do NADPH foi investigada por DC em fungao
da concentra¢do do cofator nos pHs 5,0 e 7,0. Os espectros dicrdicos obtidos na presenca de NADPH
(26 e 52 uM) e nos diferentes pHs indicaram que a proteina sofreu modificacdes na estrutura
secundaria, indicado pelas alteragdes do sinal e das bandas dicroicas negativas em 208 e 222 nm e

positivas em 195 nm (Figura 18).

A. B
il 10
——pH5 —pH7
~——pH5_26 uM NADPH —— pH7_26 uM NADPH
o —— pH5_52 M NADPH o ——pH7_52 uM NADPH
= 4 Pos-desnat 26 uM NADPH - 5 Pos-desnat 26 uM NADPH
Jal Pos-desnat 52 yM NADPH x Pos-desnat 52 uM NADPH
S 3
e
: :
= a0
. £
E P
% ¥
T 2
= -4 T -5+
) 3
25°C 25°C
-8 LI R B I A L S R R R E—— 10 STETE| LR P S| LTS I e PR [
190 200 210 220 230 240 250 260 190 200 210 220 230 240 250 260
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 18. Espectros Far-UV na faixa 195-260 nm da CnTrr1-NADPH em funcio do pH. (A) Espectros de
dicroismo circular de tampao acetato de s6dio 2mM pH 5,0. (B) Espectros de dicroismo circular de tampao tris-
HCI 2 mM pH 7,0. A linha pontilhada representa espectros coletados ap6s ensaio de desnaturacdo térmica.

Estas mudangas observadas na estrutura secundaria da CnTrrl também foram reportadas em
uma TrxR humana durante a formagao de complexo com o NADPH (20 uM) em pH 7,0 (Oblong et al.,
1993). A andlise da estrutura secundaria na regido distante da UV mostrou reducdo no conteudo a-
hélice e folhas betas para a enzima na presenca do NADPH, indicado pela redugdo do sinal dicrdico em

208 e 222 nm e em195 nm, respectivamente.

Estas alteragdes estruturais citadas na presenga do NADPH, indicam que interacdes
eletrostaticas, as quais sdo enfraquecidas pela adigdo do NADPH, desempenham um papel importante
na estabilizagdo da CnTrrl. A disponibilidade do modelo reduzido (FR) a partir da estrutura

tridimensional da proteina oxidada possibilitou identificar residuos carregados localizados no dominio
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de ligacdo ao NADP(H) da enzima e interagdes especificas entre residuos carregados na vizinhanga
deste cofator. Esta rede de interagdes envolve s6 quatro residuos carregados positivamente (Arg*>,
Arg®™®, Arg® e Arg’”) e um residuo carregado negativamente (Asp'”), fazendo uma ligagdo de
hidrogénio com o anel nicotinamida. Assim, a CnTrrl seria estabilizada pela existéncia de interagdes
entre os dominios de ligagdo ao NADPH e ao FAD, e a formagao dos complexos entre a enzima e os

cofatores ¢ responsavel pelas mudancas conformacionais observadas nos espetros de DC.

As curvas de desnaturacdo térmica da CnTrrl ligada ao NADPH foram obtidas nos pHs 5,0 e
7,0 variando a temperatura entre 25 e 95 °C (Figura 19). Os dados apresentados na Figura 19 e 20
mostraram que na presenca do cofator houve alteragdes estruturais, indicadas pela diminui¢ao
expressiva do sinal dicrdico e deslocamentos das bandas em 208 e 222 nm (Figura 18), além da
tendéncia a agregacdo a partir de 65 °C (pH 5,0) e 55 °C (pH 7,0) (Figura 19). Os dados obtidos dos
espectros de 260 a 195 nm e das curvas de desnaturacdo sugerem que a proteina altera
significativamente a estrutura e ¢ menos estavel na presenca do cofator, caracteristicas estas que foram

mais evidentes em pH 7,0 do que em pH 5,0.

—pH7
——pH5 ——pH 7_NADPH 26 uM
——pH 5_NADPH 26 uM ——pH 7_NADPH 52 uM

'
=N
1

pH 5_NADPH 52 uM

A

'
N
1

'
(2
1

EN
1

/\_\

T T T T T T T T

T T
30 40 50 60 70 80 20 30 40 50 60 70 80 90
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

[6],,, (deg.cm’.dmol™) x 10°
o
1

[6],,, (deg.cm’.dmol”) x 10°

-]
|

Figura 19. Curvas de desnaturacio térmica da CnTrr1-NADPH em pHs 5,0 e 7,0.

Estudos de desnaturagdo da enzima G6PD em Brugia malayi (BmG6PD) mostraram que o
cofator NADP+ influencia a estrutura terciaria devido as mudancgas significativas no microambiente
dos triptofanos da holoenzima. Além disso, observou-se que 0 NADP+ induz a formagao de estruturas
oligoméricas (Verma et al, 2016). Estudos da Ferredoxina-NADPH redutase (FNR) mostraram que
residuos da FNR foram perturbados quimicamente apds a ligagdo do NADP+ no pH 8,0, quando
comparado ao pH 6,0. O maior movimento dindmico no subdominio C-terminal do NADP-flexivel em

pH 8,0 resultou na conformagdo favoravel a ligagdo ao NADP+ (Lee et al, 2007). Pelo contrério,
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estudos in silico da enzima FNR da bactéria patogénica Leptospira interrogans (LiFNR) sugerem que a
estabilidade da enzima complexada ao cofator no pH 7,5 aumenta, devido ao incremento das interagdes
eletrostaticas entre os dominios de ligacdo do FAD e NADPH, levando a manutencdo estrutural da

enzima (Catalano-Dupuy et al., 2011).

3.2.9 Cristalizacio e refinamento da proteina recombinante Trr1 de C. neoformans.

Depois da purificagdo a proteina recombinante foi concentrada por ultra-filtragdo (Amicon
Millipore) em tampao Tris-HCl 10 mM pH 8,5 e NaCl 30 mM. Ensaios preliminares foram realizados
através do kit de pré-cristalizacdo (Pre-Crystallization Test-Hampton Research, USA) com o intuito de
determinar a concentragdo mais favoravel para a cristalizacdo. As primeiras tentativas de cristalizagao
da proteina CnTrrl foram observadas no kit comercial de cristalizagdo Crystal Screen 1. Os ensaios
feitos no robd MOSQUITO LCP em placas de 96 pogos, pelo método de difusdo de vapor com gota
pendurada, apresentaram cristais na condi¢do n°41 (0,1 M hepes sodio pH 7,5 + 10% v/v 2-propanol +
20% w/v PEG 4,000) e na condi¢dao n°9 (0,2 M acetato de amonio + 0,1 M citrato de s6dio dihidratado
tribasico pH 5,6 + 30 % w/v PEG 4,000). Em cada pogo foram pipetadas 3 gotas numa concentragao
final de 7,5 mg/mL (superior); 6,25 mg/mL (inferior direita) e 4,17 mg/mL (inferior esquerda). Esses
cristais presentaram um tamanho aproximado de 50 x 25 um (Figura 20). Estes cristais demoraram 10

dias em crescer, no entanto eram muito pequenos e sensiveis.

Figura 20. Fotomicrografia do crescimento dos cristais da proteina recombinante CnTrrl do fungo
patogénico C. neoformans. (A, B e C) Condigdo n°41, gota superior, inferior direita e inferior esquerda,
respectivamente. (D) Condigdo n°9. Crystal screen 1. Cristais em forma de placa. Cristais obtidos a partir da
pipetagem automatica do robd Mosquito.

Como os cristais obtidos eram relativamente de baixa qualidade, com o intuito de aprimorar a
qualidade e o tamanho dos cristais, varios tipos de refinamento sem éxito, a partir das duas condi¢des
citadas na Figura 21, foram realizados em placas de 24 pocos. 3 concentragdes diferentes da proteina:
7,66 mg/mL, 12,5 mg/mL e 33 mg/mL foram testadas em gotas contendo 1 pL da solugdo da proteina
e 1 puL da solucdo precipitante equilibrada em 500 pL. Kit 1: condicdo n°41 com variacdes de pH na
faixa de 7 a 9 e porcentagem do agente precipitante na faixa de 15% a 22%; e a condi¢do n°9 com

variagoes de pH do tampao na faixa de 5,1 a 6 e porcentagem do agente precipitante na faixa de 25% a
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33%. Devido a que nenhuma das condi¢des de refinamento foi aceitavel quanto a observagdo de
crescimento cristalino, novos screenings foram realizados com os kits Crystal Screen 1 e 2. Algumas
condigdes promissoras foram obtidas, embora pequenos cristais em agulha foram observados (Anexo
C, Figura 21).

Dois outros kits de cristalizagdo (PACT premier HT-96 and JCSG-plus HT-96) foram testados
junto com técnica do seed, como uma estrategia adicional, onde normalmente varios cristais bem
pequenos sdo inseridos numa solucdo na zona metaestavel. Varios cristais em forma de agulha foram
observados nas condigoes:

JCSG+1: 20% PEG 3350 + 299 mM formato de amodnio pH 6,6
JCSG+3: 14.4 % PEG 8000 + 20% V/V glicerol + 80 mM MES pH 6,5 + acetato de calcio 160 mM.

Finalmente o refinamento dessas condic¢des levou a cristalizacdo da proteina sendo observados
cristais amarelos maiores, com um tamanho maximo aproximado de 85 x 60 x 50 um’, e que difrataram
na condi¢do de refinamento que continha: 11,4% de PEG 8000, 20% de glicerol v/v, MES 80 mM pH
6,3 e 160 mM de acetato de calcio. Os melhores cristais de difracdo foram obtidos apds duas diluigdes
seriadas do seed, com gotas de 1,5 puL de solugdo de reservatdrio, 1,2 pLL de amostra de proteina e 0,3

pL de semente (Figura 22).

e
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Figura 22. Fotomicrografia do crescimento dos cristais da proteina recombinante Trrl do fungo
patogénico C. neoformans, apés refinamento. (A) CnTrrl condicdo JCSG+1: (20% PEG 3350 + 299 mM
formato de amoénio pH 6,6), com obtencdo de cristais em agulha que foram triturados (seed). (B) CnTrrl
condi¢do JCSG+3: (14.4 % PEG 8000 + 20% v/v glicerol + 80 mM MES pH 6,5 + acetato de calcio 160 mM)
com obtencao de cristais em forma de lapiz. (C) condi¢do de refinamento: 11,4% de PEG 8000, 20% de glicerol
v/v, MES 80 mM pH 6,3 ¢ 160 mM de acetato de célcio. Proteina concentrada até 35 mg/mL com adi¢do de 20
mM de FAD.

3.2.10 Coleta de dados e difracao de raios X

Uma vez obtidos os cristais resultantes do refinamento, véarios foram submetidos a exposicao a

raios X na linha MX2 do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). A coleta de dados foi feita
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em uma placa detectora de imagem 2M-Pilatus, com tempo de exposi¢ao de 2,0 sec (A®=0,5°). Foram
coletadas 360 imagens do cristal CnTrrl. CnTrrl difratou a uma resolugdo de 2,25 A. Os padrdes de
difragdo de raios X foram integrados numa faixa de 28,00 — 2,25 A com um total de 1.442.941
reflexdes indexadas no grupo espacial P2,2,2;, com as medidas de célula unitaria com os eixos a =
86,140 A, b = 108,828 A, e ¢ = 70,354 A, correspondentes a cristais do tipo primitivo ortorrombico.
Apo6s a promediagdo e escalonamento foram obtidas 30.190 reflexdes unicas. Considerando o
coeficiente de Matthews 2,07 A® Da-1 (PM: 39868 Da) para uma porcentagem de solvente de 40,56%,
2 mondmeros eram esperados na unidade assimétrica. Os resultados detalhados sobre a coleta de dados

do modelo sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Sumario da colecdo de dados de difraciao de raios X de um cristal inico de CnTrrl.

Parametros cristalograficos Valores para Trrl
Comprimento de onda (A) 1,45860
Grupo espacial P2,2,2,
Parametros da célula unitaria
a,b,c(A) 86,140, 108,828, 70,354
) 90,00
Distancia (mm) 120,9
Mosaicidade (°) 0,8
Numero de reflexoes 1.442.941
Numero de reflexdes unicas 30.190
Resolucio (A)* 28,00-2,25 (2,29-2,25)
Rmerge” 0,135 (0,657)
Media I/c (I) 15,5 (2,58)
Completeza (%) 99,9 (98,0)
Redundancia 5,9 (5,7)

a Qs valores entre parénteses referem-se ao shell de resolucio mais alta, de 2.29 —2.25 A.
b Rmerge = }'|li —</>/YIi , onde [i ¢ a intensidade de uma reflexdo, e </> ¢ a intensidade média dessa reflexdo.
A camada de resolugdo mais alta ¢ mostrada entre parénteses.

3.2.11 Substituicio molecular e refinamento

Para resolver o problema das fases foi usado o método de substituicdo molecular ou MR, que
consiste em atribuir as fases da estrutura modelo como fases iniciais para a estrutura que desejamos
determinar, através do uso da estrutura tridimensional de uma macromolécula parecida com nosso

objeto de estudo. A ferramenta BLAST foi utilizada para encontrar a proteina Trrl de S. cerevisiae
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(PDB code: 31ITJ), resolvida a 2,4 A por Oliveira et al., (2010), com cerca de 71% de identidade com

CnTrrl. ScTrrl foi usada como modelo de busca no programa Phaser.

O mapa de densidade eletronica inicial, apresentou qualidade suficiente para construir as cadeias
polipeptidicas de CnTrrl presentes na unidade assimétrica. Inicialmente, a sequéncia correta dos
residuos foi assignada ao modelo e em seguida a posicao dos residuos foi ajustada manualmente para
os dois mondmeros (A, B) presentes na unidade assimétrica. A construgcdo das cadeias foi monitorada
pelos valores Rycor € Ryiee. Foi realizado um primeiro ciclo de refinamento da estrutura com o programa
REFMACS (Murshudov et al., 1997), o qual tinha por objetivo verificar esses valores. O Rucior € Riice
mostram o percentual de erro existente em a estrutura resolvida com relagao aos dados experimentais e
dao indicios se a substituicdo molecular teve sucesso. Além disso, foi gerado o mapa de densidade
eletronica que pode ser visualizado através do programa COOT (Emsley e Cowtan, 2004), além de
permitir substituir ou adicionar aminoacidos, dguas, € a ordenacdo da molécula no interior do mapa de
densidade. A estrutura CnTrrl foi finalmente refinada em um processo interativo com 0s programas

Coot e Phenix com um Ry, de 0,164 e um R, de 0,227 (Tabela 7).

A estrutura resolvida juntamente com os dados coletados, foi depositada no banco de dados Protein
Data Bank (Berman et al., 2000), cédigo SW4C, no entanto ainda ndo foi disponibilizada para a
comunidade cientifica. A maior parte dos residuos esta localizada e agrupada entre as regides mais
favorecidas de hélice a e folha B; a qualidade estereoquimica da CnTrrl foi estimada utilizando-se o
diagrama de Ramachandran resultante da valida¢do pelo aplicativo Ramachandran Plot Analysis
(RAMPAGE). Os graficos revelaram que o modelo final da estrutura é aceitivel quanto aos angulos ¢
e y, com 97,8% dos residuos presentes nas regides mais favorecidas e 2,2% encontram-se em regides

permitidas.
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Tabela 7. Estatisticas do refinamento da estrutura de CnTrrl

Estatisticas do refinamento

Composiciao do modelo

Proteina 694 aa

Agua 298
Ligantes 2 FAD, 2 glicerdis, 1 PEG, 3 célcios, 1

acetato

Rjee 0,164

Riactor 0,227
RMS ligacdo (A) 0,07
RMS angulo (°) 0,883

Analise Ramachandran (%)

Regides favorecidas

675 (97,8%)

Regides adicionalmente permitidas

15 (2,2 %)

Regides nao permitidas

0 (0,0 %)

3.2.12 Estrutura geral da proteina recombinante CnTrrl

CnTrrl € um homodimero, a qualidade do mapa de densidade eletronica permitiu a modelagem de

356 (14-369) e 338 (14-351) residuos para os mondmero A e B, respectivamente, de um total de 371

residuos em cada subunidade. O alinhamento de sequéncias mostra que CnTrrl compartilha uma

identidade de sequéncia de 71%, 64%, 48% e 24%, com as Trr de S. cerevisiae (31T)), A. thaliana

(1VDC), E. coli (1TDE) e H. Sapiens (2CFY, Tir de elevada massa molecular), respectivamente

(Figura 23). A estrutura geral de CnTrrl € muito semelhante a de S. cerevisiae Trrl (codigo PDB:

31ITJ). A raiz do desvio médio quadratico (rmsd) dos d&tomos Ca das duas estruturas sobrepostas resulta

em 1,82 A. Enquanto que para A. thaliana, E. coli e H. sapiens aumenta para 3,16; 3,38 e 7,08 A,

respectivamente.
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Figura 23. Alinhamento miltiplo realizado entre a sequéncia da proteina Trrl de C. neoformans (codigo
PDB: 5W4C) e as sequéncias de outras Trrs com estruturas conhecidas: S. cerevisiae (31T)), A. thaliana
(1VDC) e E. coli (1TDE). As cisteinas do sitio catalitico absolutamente conservadas sdo indicadas com o
numero 1 em verde. Os residuos idénticos estdo em blocos vermelhos, residuos semelhantes estdo em caixas
amarelas. Os elementos da estrutura secundaria de CrnTrrl e suas denominagdes sdo mostrados acima do
alinhamento, o (hélice alfa), B (fita beta), T (voltas) e 1 (hélice 3,¢). Os asteriscos acima dos residuos indicam
cadeias laterais que possuem uma segunda posicdo na estrutura (dupla conformagido). O alinhamento foi
realizado usando CLUSTAL W (Thompson et al., 2004) e a figura foi preparada com ESPript (Gouet et al.,
1999).

Quando comparada com as L-Trr (isoforma de baixa massa molecular) de outras espécies, a
sequéncia de aminacidos da enzima de C. neoformans ¢ mais longa; as cadeias de polipeptideos exibem

inser¢des na regido N-terminal (Met', Ser?, Pro’, Ser”, Phe', Gly", Val'®, Arg", Glu'", Pro', Lys®,
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Arg?', Thr*, Gly*, Glu*, Val®, Ser*), uma inser¢do do residuo Glu'** entre o loop B7/p8 e 17 residuos
na regido C-terminal (Thr’>’, Glu™®, Asp®’, Val’*® His’*”, Val’*®, Pro™', Ala’®, Glu*®, His**, Tyr’®,
Leu’®, Gly’”, Thr**®, Asp*®, Lys’”, Glu’™") (Figura 24A). No N-terminal de ambos 0os mondmeros 0s
primeiros 13 residuos ndo foram identificados na densidade eletronica, e no C-terminal, os ultimos 2
residuos para o mondomero A e os ultimos 20 residuos para o mondmero B ndo puderam ser

construidos.

Adicionalmente, uma molécula de FAD foi observada em cada subunidade, enquanto que a
densidade eletronica do NADPH néo foi definida. Interessantemente, na estrutura dimérica € observado

354

que o loop extra C-terminal da cadeia A (GIn*™* -Asp®®) ocupa o sitio onde 0 NADPH se liga para
interagir com o FAD locado no mondmero B. Porém, ndo existe nenhum estudo que relate a posi¢ao
desse loop extra em L-Trr. Viarios estudos tém relatado que o NADPH ¢ desordenado como
evidenciado por Akif e cols., (2005) com fatores de temperatura altos (>75 A?). Finalmente, ao modelo
foram adicionados duas moléculas de glicerol, um PEG, e quatro ions. Para a analise mais detalhada,

foi escolhido o mondmero A por ser mais completo.

Os valores de rmsd para a sobreposi¢ao de Ca entre os dois mondmeros da unidade assimétrica
¢ 0.506 A. Apesar das diferencas minimas, os mondmeros sdo praticamente idénticos. Cada mondmero
¢ composto por dois dominios que formam os sitios de ligacdo ao FAD e ao NADPH (Oliviera et al.,
2010). O dominio de ligacdo ao FAD ¢ composto pelos residuos 14-150 e 277-369. Este dominio tem
uma estrutura o/p que compreende uma folhas  com cinto fitas paralelas centrais flanqueadas em um
lado por trés hélices a e no outro lado por uma folha 3 de duas fitas. O dominio de ligacdo ao NADPH
que ¢ uma sequéncia continua, composta pelos residuos 151-276, compreende uma folha composta por
cinco fitas B paralelas centrais, flanqueadas por trés hélices o e trés fitas f maiores antiparalelas
(Figura 24B). Os dois dominios sdo conectados por duas fitas 3 atribuidas ao dominio de ligagdo do
FAD (B9 e B18) com poucos contatos entre os dominios e preenchida por moléculas de agua. O
principal contato entre os dominios ¢ causado pelo anel de isoaloxazina do FAD que na conformagao

oxidada entra em contato com os residuos do sitio ativo no dominio do NADPH.

97



Monomero A

Dominio de ligacao

Dominio de ligacao
ao NADPH

Figura 24. Estrutura geral da CnTrrl. (A)

CnTrrl composta por dois mondémeros (A e B),

mostrando o loop extra C-terminal do

mondmero A. (B) Estrutura do monoémero A.

Dominio de ligagdo ao FAD em azul e amarelo

Dominio de dominio de ligacdo ao NADPH em verde. A

ligacao ao FAD  regido N- e C-terminal sdo indicadas no

modelo. A molécula de FAD encontra-se em
ciano.

/)
AN

. C-terminal

3.2.13 Sitio ativo

Os residuos de cisteina Cys'”’ e Cys'” do sitio ativo conservado de L-Trr, estdo localizados na
hélice a4 no dominio de ligagdo do NADPH. Os sitios de ligacdo ao NADPH e ao FAD sdo vicinais
durante todo o ciclo catalitico de forma semelhante a glutationa redutase (GR), porém na GR, os
residuos ativos de cisteina estdo localizados no dominio do FAD (Schulz et al., 1978). Os residuos de

cisteina em leveduras e plantas sdo localizados na sequéncia Cys-Ala-Val-Cys.

A distancia de 2,04 A entre os dois Sy dos residuos de Cys mostra que CnTrrl encontra-se na forma
oxidada (FO), permitindo a oxidagdo da flavina pela ligacdo S-S (Figura 25). O anel triciclico de

isoaloxazina do FAD contra a ponte dissulfidica é encontrado a uma distincia de 3,58 A, esta
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conformagdo de oxidagdo de flavina permite a transferéncia de elétrons do cofator para o dissulfeto.
Semelhante a outras Trrs na conformagio oxidada (FO), o atomo S de Cys'” estd mais proximo do anel
de isoaloxazina, enquanto que a Cys'” estd mais distante (5,0 A), e conforme relatado, na conformagio
FO, o dissulfeto do sitio ativo esta enterrado entre os dominios, ndo € acessivel a moléculas de agua e,
portanto, ndo ¢ acessivel ao substrato tioredoxina. Segundo Lennon e Williams, uma grande rotacao do

dominio de liga¢io ao NADPH em E. coli ¢ necesséria para expor o local ativo (Cys'*

-E. coli) para
interagir com o substrato. Esta conformacao tem sido chamada de estado reduzido ou FR, uma vez que

permite a redu¢do da flavina pelo NADPH (Lennon e Williams, 1996).

\

Anel de
isoaloxazina

>~FMN

Adenina \\“ )

Figura 25. Sitio ativo da tioredoxina redutase oxidada. (A) Composi¢do da flavina adenina dinucleotideo
(FAD), FMN: flavina mononucleotideo ¢ AMP:adenosina monofosfato (B) Dissulfeto intramolecular formado
entre Cys'” e Cys'” (enxofres em amarelo), e a molécula de FAD (carbonos em amarelo, atomos de N estdo
representados em azul, &tomos de O em vermelho e os dtomos de P representados em laranja. Sitio ativo de
CnTrrl com o posicionamento dos dissulfetos em contato com o anel de isoaloxazina do FAD (distancia de 3,58

A).

Na CnTrrl a molécula de FAD ¢ estabilizada pelas interagdes com os residuos, Ser®®, Gly*,
Phe®”, GIn™, Leu”, Asn®, Val'", Ala'?, Asp®'¢, GIn***, Ala*®, Ser’*”® formando liga¢des de hidrogénio.
Essas interagdes sdo bastante semelhantes a Trrl de S. cerevisiae, onde Pro", Glu*, GIn*, Asn®,
GIn"®, Asp™®® e GIn™* estabilizam a molécula (Oliveira et al., 2010). Os residuos equivalentes estdo em

negrito.

Mesmo que varios residuos na face do anel isoaloxazina estejam conservados entre Trr, algumas
diferengas sutis e cruciais no ambiente local sdo observadas. Em CnTrrl a Leu” aparece por ser

conservada em leveduras, plantas e bactérias, mas na bactéria L. lactis este residuo € substituido por
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uma Met* com uma molécula de dgua centrada no anel de isoaloxazina. A molécula de 4dgua estd em
contato com o residuo Thr* (2,8 A), e a distancia desde a molécula de 4gua a isoaloxazina é 3.5 ¢ 3.6 A
(Skjoldager et al., 2017). Em contraste, Leu” em CnTrrl é centrada na face da isoaloxazina a uma
distancia de 4,3-4,0 A desde o C; aos atomos N5 e N10, respectivamente. Adicionalmente foi
encontrado o residuo volumoso Phe”, que ¢ substituido por uma Ser® em L¢TrxR e uma Met* em
EcTrxR, e uma Pro* conservada (em similar posi¢do -Pro'* em L{TrxR e EcTrxR). Assim, ¢ observado

que a Leu” em CnTrrl bloqueia a presenga de moléculas de dgua na face da isoaloxazina (Figura 26).

A. B.

Met67
Ser64
'
Met43§>

€
37

h’:.:rc ke 923
Thr46® %

C.
C. neoformans Pro40 Leu73 Thr76 Phe98 GIn101
L. lactis Prol5 Met43 Thr46 Ser64 Met67
E. coli Pro Leu Thr Met His
S. aureus Pro Met Thr Ser Met
M. tuberculosis Pro Leu Thr Met Gln
S. cerevisiae Pro Leu Thr Met Gln
A. thaliana Pro Leu Thr Phe Gln
E. histolytica Pro Leu Thr Tyr Gln

Figura 26. Residuos ao redor da face do anel isoaloxazina de FAD. (A) em CnTrrl Leu” ¢ substituida por um
residuo de Met em L. lactis. Leu” é locado na face do anel de isoaloxazina e restringe o acesso devido ao
impedimento estérico. (B) L{TrxR tem um bolso na face do anel de isoaloxazina ocupado por uma molécula de
agua (esfera vermelha). (C) Alinhamento de residuos especificos que encontram se posicionados perto da face
do anel de isoaloxazina. Cryptococcus neoformas (SW4C); Lactococcus lactis (SMH4); Escherichia coli
(1CLO); Staphylococcus aureus (4GCM); Mycobacterium tuberculosis (2A8X); Saccharomyces cerevisiae
(31IT)); Arabidopsis thaliana (1VDC); Entamoeba Histolytica (4AS5L).
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3.2.14 CnTrrl uma flavoproteina dimérica

O dimero cristalografico de CnTrrl tem uma interface que desempenha um papel auxiliar na
formagao do complexo (CSS calculado em Pisa ¢ 0,454). A area da interface da estrutura cristalografica
¢ de aproximadamente 2600 A? (15% da area de superficie enterrada). Na CnTrrl, a 4rea de interface
pode ser dividida em seis regides: dois envolvendo contatos entre o dominio do NADPH de um
monomero com o dominio do FAD do outro monomero indicadas nos circulos 3 € 4 na molécula na
Figura 27; e as outras quatro regides interagindo entre os dominios FAD de ambas as cadeias indicadas

nos circulos 1, 2, 5 e 6 na molécula na Figura 27.

As interagdes na interface envolvem 46 ligacdes de hidrogénio, e 13 pontes salinas envolvendo
principalmente os residuos Arg (NHI1, NH2) e Glu (OE1l, OE2). A maioria das interfaces sao
contribuidas pelos dominios de ligagdo ao FAD. H4 um nucleo hidrofébico formado entre os residuos
Gly’”?A-Tyr*® e Tyr’*A-Gly*® e Glu™® (loop 1 € 2), e Tyr*-GIn**, Phe®-GIn'"', Gly*-GIn'"', Phe*-
GIn'", Pro®-Arg'™, Tyr’*-GIn** (loop 5 e 6). Os residuos Glu*®, Tyr’®, Leu*, Gly*”’, Thr’®® e Asp*®
do loop extra C-terminal do mondmero A estdo envolvidos na formacao de ligagdes de hidrogénio com
os residuos GIn***, Asn®, Arg’”, Gly*”’ e His*”® no dominio do FAD, e os residuos no dominio do
NADPH, Ser'”, Asp'”, Gly"" e Ala'* (loop 3) do mondmero B. O loop 4 envolve os residuos do
mondmero A: Asp*”, Leu*” e Thr**®, que interagem com os residuos do outro mondmero no dominio do
NADPH (Arg”¢, Ser’”). Todos as trés hélices a no dominio de ligagdo ao FAD (al, 02 e a7) sdo

envolvidas em interagdes entre mondmeros.

A. " NADPH (A)- B. "

Figura 27. Dimero da enzima CnTrrl. A estrutura com seus dois dominios em cada mondmero ¢ indicada em
amarelo (dominio de NADPH) e azul (dominio de FAD) para o mondmero A, e magenta (dominio de NADPH) e
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ciano (dominio de FAD) para o mondmero B. (A) Os 4 circulos indicam as regides de contato ou interfaces. Os
dois circulos pontilhados centrais sdo envolvidos na formag¢ao dimérica de Trr. (B) Dimero rotado 180° ao redor
do eixo perpendicular ao eixo de simetria da molécula, mostrando dois circulos pontilhados envolvidos na
formacdo do dimero. As 2 moléculas de FAD sdo indicadas em vermelho.

3.2.15 Ligacao ao FAD

A molécula de FAD abrange uma area de aproximadamente 1000 A? dos quais 907 A2 estdo em
interface com a proteina, com >90% da area enterrada. Assim, a molécula de FAD ¢ fechada entre os
dominios. O mononucledtido de flavina (FMN) é quem contata a maioria de residuos através das
ligagdes de hidrogénio (Tabela 8). Os grupos amina da cadeia principal dos residuos Gly*' e Asp'® das
hélices al e a 3,y apontam para os grupos fosfato (O1P ¢ O2P). A isoaloxazina gera uma ligagdo de
hidrogénio entre 0 N3 ¢ OD1 da Asn®'. As interagdes com 02, O4 ¢ N5 sdo mediadas por dguas. Em
geral o anel encontra-se interagindo com aminodcidos polares, e as interagcdes hidrofobicas sdo
mediadas pela Val” e Ala**. Na regido AMP (adenosina monofosfato) a Ser’ faz uma ligagdo de
hidrogénio do grupo hidroxilo (OG) com O3B e, Val''* (O e N) com N6A € N1A do AMP. As interagdes
do FAD sdo muito similares a ScTrrl (3D8X) e a AfTrxR de A. thaliana. Ha diferenga ¢ encontrada nos
residuos Leu”, Ala'”’ e Ser’® em CnTrrl formando trés ligagdes de hidrogénio a mais. Nenhum dos

residuos do loop extra em CnTrrl estdo associados com essas interagdes.

Embora Dai e cols., (1996) afirmarem que a estrutura oxidada da enzima de A. thaliana e o seu
dissulfeto estdo em contato van der Waals com o anel de isoaloxazina (Cys'** esta em contato com C4A,
N5 e N10, enquanto que o SG da Cys'* esta longe do anel), nossas observagdes sugerem que Cys'”
estd em contato com C6 do anel em uma distancia 3,6 A, enquanto que os outros atomos do anel

apresentam uma distancia substancialmente maior a 4,0 A (Tabela 8).

Tabela 8. Interacées da CnTrrl com o FAD menores que 4,0 A

Ligagdes de hidrogénio Residuos homdlogos
Atomos C. neoformans S. cerevisiae A. thaliana
O3B (ribose) Ser38- OG Serll Serl3

O2P (fosfato) Gly41-N Alal4 Alal6

0O1A; O2A (fosfato) GIn72 - N; NE2 GIn45 GIn42

02’ (ribitil) Leu73 -N Leu46 -

N3 (isoaloxazina) Asn81- OD1 Asn54 Asn51

N6A (adenina) Vall14- O Val87 Valg4

02A (fosfato) Alal49- N - -

01P;03’ (fosfato) (ribitil)  Asp316- N; OD2 Asp288 Asp286
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02;03’ (isoaloxazina) Ala325- N; N Ala297 Ala295
(ribitil)

03’ (ribitil) Ser328- OG - -

02 (isoaloxazina) H,O - H,O
NS5 (isoaloxazina) H,O0 - HO
04 (isoaloxazina) H,O H,O H,O

Interacdes de van der Waals
(isoaloxazina + dissulfeto)

c6 Cys173 SG, 3.6 A - -
Cs * Cysl45SG,33A -
C9A * Cysl45SG,34A -
N5 * Cysl45SG,32A -
C10 * Cysl45SG,32A -
C4A * Cysl45SG,3.1 A CysI38SG,32A
N10 * Cysl45SG,33A  Cys138SG,3.4 A

* interagdes superiores a 4,0 A

3.2.16 Comparacio de CnTrrl com Trr de baixa massa molecular (L-Trr)

Quando os dominios do FAD de C. neoformans e S. cerevisiae sao superpostos, o dominio do
NADPH de CnTrrl faz uma rotacdo de aproximadamente 24° para se alinhar com o dominio da ScTrrl
(UCSF Chimera) (Pettersen et al., 2004). Porém, essa rotagao nao ¢ suficiente para que o sitio ativo de
CnTrrl fique exposto. Embora na ScTrrl existe uma rotagdo ligeira de 8° do dominio do NADPH
quando superposto com o dominio de EcTrxR, essa ¢ uma caracteristica resultante de um
comportamento dinamico das L-Trr (Dai ef al., 1996). O rmsd dos dois dominios correspondentes entre
CnTrrl e ScTrrl é de 0,447 A para o dominio de NADPH (101 4tomos Ca) e para o dominio de FAD ¢
de 0,417 (167 atomos Ca). A maioria das diferengas ¢ encontrada em algumas regides: 1. o loop extra
da CnTrrl na regido N-terminal (Met'- Ala’; Phe'*-Lys®) formado principalmente de residuos polares e
hidrofébicos, mas, sem qualquer evidéncia na literatura sobre essa regido em Trr de baixo peso
molecular. 2. uma inser¢do na posi¢ao 135 (His), gerando uma pequena hélice adicional constituida por
5 aminoacidos EEHEF, que quando alinhados com a ScTrrl (DA-EP) representam um loop diferente, é
que na literatura ¢ reportada como sitio de ligagdo com a Trx (Zhang et al., 2008). 3. o loop extra na
regido C-terminal, constituido por 22 aminoacidos (Ala***-Asp*®), a maioria representados por residuos
com cargas negativas e hidrofobicos e que sdo associados na interagdo com o outro mondmero no

dominio de NADPH (Figura 28).
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Figura 28. Superposicio dos mondmeros da CrTrrl
(vermelho) e ScTrrly (rosa). A formagdo dos loops ¢
mostrada em bastdes ¢ identificados com cores diferentes:
hélice laranja para inser¢do His'*, carbonos brancos para o
C-terminal e azuis para o N-terminal.
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Adicionalmente, segundo Zhang, e cols., uma ligacdo de hidrogénio ¢ formada entre o grupo

136 na Trrl de S. cerevisiae. Porém os dois residuos Thr”” e

amino da Thr e a cadeia lateral da Gln
GIn'** equivalentes na CnTrrl encontram-se a uma distincia maior que 10 A. Adicionalmente, a regidio
conservada de treoninas (hélice 3,y entre folhas B2 e $3) no dominio de ligagdo do FAD, nao forma
ligacdes de hidrogénio entre os dois dominios como relatado em estudos prévios que confirmam esse

tipo de ligacdo em todas as Trr de estrutura conhecida (Zhang et al., 2008).

Quando alinhamos CrTrrl com TrxR de E. coli, as maiores diferengas ocorrem no dominio do
FAD. 1. o loop extra no N-terminal (Glu'®- Met*); 2. um loop constituido pelos residuos Tyr*-Pro®,
com a inser¢do de 5 aminoécidos (Leu®, Ala®, Asn®, Gly*, Phe®); 3. um loop compreendendo 12
residuos (Trp'*’-Met"® devido a inser¢do dos residuos Glu'?’, Gly"" Glu®¢, Phe"’, Met"**; 4. ¢ o loop
extra da regido C-terminal da CnTrrl com a inser¢do de 23 residuos (Glu**’-Asp®®). Todos os loops sdo
mais longos do que aqueles em EcTrxR. Os residuos do loop 2 sdo aparentemente conservados em Trr
de eucaridtos como leveduras e plantas, enquanto nas bactérias ha um loop mais curto (Dai et al,
1996). No loop 3, a maioria dos residuos sdo carregados negativamente e os restantes sdo hidrofobicos,
gerando uma superficie potencial negativa ao redor desse /oop, em contraste com EcTrxR. Em relacao
ao loop no C-terminal, mais longo em CnTrrl, este forma uma hélice a mais longa que muda de

dire¢do a regido de dimerizagdo (Figura 29).
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Figura 29. Superposicio dos monémeros de CnTrrl, e EcTrxR,.. (A) Formac¢ao dos 5 loops no dominio do
FAD identificados por cores diferentes. (B) Formacdo do loop no dominio NADPH (cinza) quando comparadas
as duas estruturas oxidadas. Trrl de C. neoformans é mostrada em vermelho e TrxR de E. coli ¢ mostrada em
amarelo.

Finalmente, no dominio de NADPH, apresenta-se a maior diferenca entre os residuos Ala'’-

Leu'®, com a insercdo dos residuos Pro'”® e Ile'”

na CnTrrl (Figura 29B). Em E. coli este loop forma
uma regido hidrofébica com dois residuos de Phe, que se encaixam no bolsdao hidrofobico da EcTrx1
(complexo EcTrxR-Trx1) (Lennon et al., 2000). Mas, em CnTrrl, estes residuos sdao substituidos por
Val'” com uma cadeia lateral mais curta ¢ Pro'”®, que formam uma regido de residuos altamente

conservados em leveduras (Ala-Val-Pro-Ile-Phe).
3.2.17 Residuos conservados nas Trr

A comparagdo da estrutura primaria de Trr de varias espécies fingicas e plantas, indica que a
maioria destas deve ter uma estrutura tridimensional muito similar. Os residuos conservados foram
divididos em grupos: os envolvidos no sitio de ligagdo ao FAD, no sitio de ligagdo ao NADPH e no

sitio ativo.

Os sitios de ligagdo ao cofator FAD sdo altamente conservados. Varios destes residuos sao
conservados para acomodar os cofatores (Dai et al., 1996). Quase metade dos residuos conservados sao

glicinas, muitas das quais estdo localizadas nos sitios de ligagdo dos cofatores (glicina 37, 39, 61, 70,
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71, 84, 91 106, 148, 277, 301, 310 e 315 no dominio de FAD e glicina 148, 166, 175, 189, 190, 191,
246 ¢ 271 no dominio de NADPH). A alanina ¢é outro residuo altamente conservado, Ala' ¢ Ala'"®
locadas na hélice a5, sdo identificadas na ligacdo ao fosfato no dominio de ligagdo ao NADPH em E.
coli. Especificamente mutagdes sitio-dirigidas na Ala"* (A179 em E. coli) conferem especificidade pela
coenzima NADP+; o efeito da introducdo de um residuo de Gly nesta posicao (A179G) teve uma queda

dramatica do K,, do NADPH (Scrutton et al., 1990).

Devido a que o cofator NADPH nao foi identificado na densidade eletronica de CrnTrrly, ndo
foi possivel observar os residuos conservados locados perto deste cofator. Entretanto resultados de
estudos em E. coli indicam que o sitio de ligagdo ao NADPH contém vérios residuos de arginina
conservados, localizadas perto dos sitios de ligacdo do fosfato, porém nao hé residuos de argininas
conservadas ao redor dos sitios de ligacdo ao fosfato em FAD (Dai et al., 1996). Em Trr de fungos e

13 ¢ encontrada no dominio de ligagdo ao NADPH, e ¢ altamente conservada. Quando

plantas Arg
comparamos com outras espécies (bactérias e mamiferos) existe uma tirosina na posi¢ao
correspondente a Arg. No mesmo sentido observamos que enquanto a Arg'” (posi¢do 152 em Cn) é
bem conservada entre todas as espécies, em fungos e plantas ha uma lisina ocupando essa posicao, que

continuaria gerando um ambiente positivo ao redor dessa regido.

Somente um dos residuos da ligagdo ao FAD ¢ totalmente conservado entre espécies, Asp'®,
que liga o N e o grupo carboxilo OD2 ao O1P e O3’ do FAD, respectivamente. Outros residuos como:
Leu”, Asn®, Ala'® e Ala’® apresentam-se conservados s6 nas L-Trr e revestem com a sua
hidrofobicidade um lado do anel de isoaloxazina. O alinhamento de sequéncia do sitio ativo revela que
os residuos deste sitio sdo altamente conservados, exceto que ha um residuo de treonina entre as duas
cisteinas redox-ativas em procariotos, € em humanos uma tirosina, comparado com a valina em fungos
e plantas (V' em CnTrrl, CAVC). Vérios dos residuos na area de interagdo dimérica sdo também

altamente conservados entre fungos e plantas como: Tyr*, Gly*, Phe® e Gly**.
3.2.18 Modelo da CnTrrl na conformacao reduzida

Atualmente, ndo existe no PDB cristais difratados da Trrl na conformacao oxidada ou reduzida
de fungos patogénicos, por isso a construgdo do modelo reduzido (FR) foi feita com o software
MODELLER usando como molde 1F6M da TrxR de E. coli que possui em torno 47% de identidade. A
primeira analise das informagdes das posi¢des corretas dos angulos diedros modelados e que forneceu
uma medida da qualidade, foi a andlise dos angulos phi e psi. O resultado do grafico de Ramachandran

revelou que o melhor modelo foi o modelo 5 apresentando 94,0 % dos aminoacidos em regidoes mais
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favorecidas (valores proximos ao do cristal) e 5,4 % em regides ndao permitidas. O modelo na
conformagdo FR apresentou um Q-mean de -1,26. Além disso, o0 modelo apresentou em torno de 80,3
% dos aminoécidos com uma média 3D-1D > 0,2 aprovando a confiabilidade do enovelamento. Para
considerar a qualidade do modelo satisfatéria é necessario que pelo menos 80% dos residuos possua

um “Score 3D-1D” acima de 0,2 (http://services.mbi.ucla.edu/SAVES/) (Bowie ef al., 1991).

Com a superposi¢do do dominio do FAD, observa-se uma rotagdo de aproximadamente 38°
entre os dominios do NADPH da CnTrrl e EcTrxR. Quando aplicada esta rotagcdo deixando o dominio
do FAD fixo, o anel de AADP+ de EcTrxR se aproxima ao anel de isoaloxazina da CnTrrl. O atomo
C4 da nicotinamida em contato com o atomo N5 da isoaloxazina, tém sido relatados por serem
responsaveis pela transferéncia do hidreto entre os dois dinucleotideos (Blackenhorn, 1976). A
superposi¢io das formas reduzidas, resultou em um RMSD de 1,67 A para 260 atomos de carbonos o

alinhados (Figura 30).

A. B.
Conformacao FO Conformacao FR
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Figura 30. Superposicao CnTrrl e EcTrxR, conformaciao FO e FR. (A) superposi¢do de CnTrrl (amarela) e
EcTrxR (cinza, PDB 1TDE) na conformagdo oxidada (FO) e, (B) conformagdo reduzida (FR), com valores de
RMSD de 1,67 A. Em ambas as conformagdes o FAD (violeta) foi alinhado. O NADPH (branco) da EcTrxR na
conformacdo FR se aproxima ao anel do FAD apds mudanga conformacional. As cisteinas do sitio ativo sdo
marcadas em esferas laranja. (C) conformag@o oxidada indicando a orientagdo do FAD para o sitio ativo (em
verde molécula da CnTrrl (FAD e as cisteinas oxidadas) em cinza molécula da EcTrxR). (D) conformagao
reduzida indicando a orientagdo do FAD (verde e cinza da CnTrrl e EcTrxR, respetivamente) com a AADP da
EcTrxR (cinza). As linhas amarelas pontilhadas sdo as distancias entre o C4 da 3-aminopiridina e o N5 do FAD.

O modelo reduzido gerado foi submetido a simulagdes de dindmica molecular, que permite a
minimizagao de energia, observando o comportamento do modelo em solugdo aquosa e verifica alguns
parametros como estabilidade e alteracao estrutural secundaria no decorrer do tempo. Na Figura 31 sdo
apresentados os resultados do desvio médio quadratico (rmsd) dos dominios da proteina ao longo da
simulacao. Essa medida permitiu verificar o quanto a Trrl reduzida se deslocou ao longo do tempo em
relacdo as suas coordenadas iniciais. A DM da apoproteina, mostra que o modelo apresenta uma
estabilidade entre 55 e 85 nm. Na trajetoria da conformagdo reduzida da holoenzima existe uma zona
mais estavel até os 80 ns, porem ao final da trajetéria o valor de rmsd comeca a subir, sugerindo a

existéncia de mais uma conformacao.

RMSD
Backbone-SS$ after Isq fit to Backbone-SS
06 T T : T T T : :
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;0_3_ w‘ 4 Figura 31. Desvio médio quadratico (rmsd) do
z w { modelo FR da CnTrrl gerado ao longo da DM, em
02 v"i‘i - 100 ns. DM sem FAD (apoproteina) em preto e DM
L {1 com FAD (holoproteina) em vermelho com com um
o1l - RMSD em torno de 0,2 nm.
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A estrutura secundéria do modelo na conformagdo FR revelou que algumas regides formaram

162

loops. Algumas regides no dominio de ligagdo ao NADPH merecem destaque como: Gly1°*-Tyr'** (que

1%_Ser'® (que na conformagdo FO forma a B10). No

na conformagdo FO forma a hélice a3), e Gly
dominio de ligagdo ao FAD as regides: Ala*-Phe® e Glu**-%"136 de tipo hélices 31 sdo interrompidas
pelo predominio de /oops, lembrando que estas regioes em L-Trr presentam /oops mais longos do que a
TrxR de E. coli. Finalmente as duas fitas (B9 e f18) que conectam os dominios também perderam a sua
estrutura na sobreposicdo das estruturas secundarias. Apesar das mudancas encontradas o modelo nao
se desestabilizou e manteve as principais caracteristicas estruturais, como o sitio ativo, a regido

hidrofébica AVPI, e a maior parte das estruturas secundarias.

O modelo reduzido FR (Trrl,.4) apés a DM prevé uma curvatura da flavina. Os calculos tedricos
relatados por outros autores supdem uma curvatura do anel de 15-28° para isoaloxazinas reduzidas
protonadas em N1. Dixon e cols., estimaram com o célculo dos orbitais moleculares que apenas 1-2
kcal/mol sdo necessarios para aumentar o angulo de inclina¢dao para 30° e sdo necessarios 4 kcal/mol
para atingir a planaridade (Dixon ef al., 1979). Lennon e cols., relataram que a redu¢do da TrxR de E.
coli ap6s cristalizacdo, faz que o anel de isoaloxazina do cofator FAD, que ¢ essencialmente plano na
enzima oxidada (Waksman et al., 1994), assuma uma curvatura de 34° sobre o ecixo N5 ¢ N10 na
EcTrxR reduzida (Lennon et al., 1999). O modelo reduzido da holoproteina com a inclinacao da flavina
¢ mostrado na Figura 32, o anel central da isoaloxazina parece adotar uma conformagdo de “barco”
com os atomos do anel que contem N3 e N1 deslocados. O movimento do C2’, como foi relatado por
Lennon et al., (1999) quando as reorientagdes ocorreram durante o refinamento da estrutura em E. coli,
formou interagdes de hidrogénio entre 0 O(2’) e a carbonila de Arg*”, e entre O(2’) e N(1), ambos
presumivelmente estabilizam a nova curvatura do anel de isoaloxazina. Em CnTrrl o modelo FR
revelou varias semelhangas entre a Arg”” e Arg’® em CnTrrl, que permitiu a formagdo de novas
ligacdes de hidrogénio entre O(2) e H(1) e o esqueleto carbonila deste aminodcido. A interacao de O(2)
e O(4) no anel com o grupo amida da GIn*** NE(2) e o Glu* (N) também levaram a formar ligagdes de
hidrogénio. Embora a cadeia lateral ribitil do FAD apresentou novas intera¢des na conformac¢ao FR em

EcTrxR, em CnTrrl a reorganizagao das posigdes ndo levou a formagao de novas ligagdes.
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Figura 32. Exibicio do anel de isoaloxazina e parte da cadeia lateral ribitil do FAD em CrnTrrl. (A) FAD
da tioredoxina redutase na conformacao oxidada (FO) em laranja em “/ines”, e modelo de FAD na conformagao
reduzida (FR) derivado da DM em cinza, em “sticks”, identificando oxigénio em vermelho e nitrogénio em
azul). (B) Intera¢des do cofator FAD na CnTrrl na conformagdo FR. As ligagdes de hidrogénio afetadas pelas
mudancas na conforma¢ao do FAD s3o mostradas com linhas tracejadas em amarelo.

3.2.19 Mudanca conformacional do modelo reduzido (FR)

Enquanto nas Trr de eucariotos superiores € na glutationa redutase (GR) o dissulfeto do sitio
ativo ¢ encontrado no dominio do FAD e a transferéncia de elétrons ocorrem sem qualquer mudanca
estrutural, nas Trr de baixo peso molecular o dissulfeto esta localizado no dominio do NADPH e ¢
inacessivel a tioredoxina na conformagdo FO. Na chamada conformacao reduzida FR o FAD esta
orientado para a redug¢do pelo NADPH e as cisteinas reduzidas do sitio ativo sdo expostas para a

tioredoxina (Figura 33).

Figura 33. Representaciao esquematica
 Trxl de Trr na conformacio FO e FR. Os
dominios s3o indicados nos tridngulos

S-S PN S-S azul e verde e sdo conectados por linhas
pretas que descrevem as folhas . Os trés
. . ' -— > ' ' . circulos (azul escuro) representam o FAD

e PN indica o nucleotideo de piridina do
Dominio Dominic NADP+. Fonte: adaptado de, Wang et
) do FAD al, (1998). Embora a mudan¢a
conformacional é mostrada como uma
rotacdo de 180° na ilustragdo, a rotagdo
atualmente postulada é de 38° apods
verificar o angulo de rotacdo no
programa UCSF chimera.
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Nao existe um grande obstaculo estérico para evitar que essa rotagdo ocorra nas L-Trr,
Waksman e cols., modelaram varios graus de rotacdo em torno do eixo de rotagdo e mostraram que o
dominio de NADPH pode girar ao redor deste eixo sem criacdo de contatos proibitivos (Waksman et
al.,1994). A estrutura da CnTrrl mostra que o dissulfeto redox-ativo composto pelas cisteinas 170 e
173 ¢ adjacente ao anel de isoaloxazina do FAD, e esta conformagdo favorece a transferéncia de
elétrons entre a flavina e o dissulfeto (Figura 34A), sendo que o substrato da enzima parece ser incapaz
de se aproximar ao ditiol da enzima enterrada nesta conformacdo (Waksman et al., 1994). Na
conformacao reduzida, a localizagdo do AADP gera uma interagdo entre o nucleotideo de piridina e o

FAD (Figura 34B). Segundo relatado, essa caracteristica estrutural leva a proposta que mudancas

conformacionais sao requeridas durante a catalise da TrxR de E. coli (Lennon et al., 1999).

Figura 34. Conformacio FO e FR da CnTrrl. Na conversdo de FO (A) para FR (B), o dominio NADPH (que
compreende os residuos 151-276 ) rota ~38 ° em torno do eixo mostrado pela linha cinza. A conformagao
oxidada permite a reagdo do FAD reduzido com o dissulfeto do sitio ativo (S-S), em quanto que o NADPH se
encontra longe para doar elétrons (retangulo- azul claro, possivel posicao), e em (B) a conformacgao FR permite a
reac¢do do nucleotideo de piridina e o FAD, e posterior reagdo da Trx com as cisteinas do sitio ativo (Cys '”) da
Trr.

3.2.20 Complexo Trr1-Trx1 de C. neoformans por docking

O modelo na conformacao FR, complexado a Trx1 de C. neoformans (5JY5) € apresentado na

Figura 35. O melhor modelo de intera¢do entre as proteinas localizou as cisteinas do sitio ativo de
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ambas estruturas adjacentemente, no que diz respeito a distancia entre os residuos do sitio ativo

(Kozakov et al., 2017).

A. B.

Figura 35. Superficie molecular de Trrl FR e FR complexada a Trxl (FRC). (A) Modelo estrutural da
superficie molecular de CnTrrl no estado FR. Em azul e vermelho sdo representados os residuos com cargas
positivas e negativas, respectivamente. Em amarelo estdo localizadas as cisteinas responsaveis pela transferéncia
de equivalentes redutores para Trxl. (B) Interacdo de CnTrrl FR com a molécula CnTrxl (cinza). Para
determinar o local de interagdo com o substrato foram utilizadas as coordenadas do complexo TrxR-Trx de E.
coli.

O docking do complexo indicou a interacdao entre os residuos Lys341xi-Asp96tmi, Lys421mi-
Glul12ty e Glul297m, Thr741x-GInl64 1y, Met721-Aspl 741w € Lys70mxi-Ser165wy, Gly248m: e
Glu249+,, em C. neoformans. O modelo complexado sugeriu loops de CnTrrl em contato com a Trx1.
No dominio de ligagdo ao FAD o loop I que compreende os residuos Thr'**-Met"*, o loop 2 que
compreende os residuos Thr'''-Val'*, e uma ligagdo de hidrogénio encontrada na hélice a2 (Figura

36).

Quando comparado com outras L-Trr, o loop 1 é mais longo do que TrxR de A. thaliana e E.
coli. Foi observado que varios residuos desta inser¢do sdo cargados negativamente (TEGEEEEHEFM)
e eles dao a CnTrrl uma superficie potencial mais negativa ao redor deste /oop do que em TrxR em E.
coli (Zhang et al, 2009). Os residuos do loop 2 apresentam-se conservados em fungos e plantas, mas
ndo em procariontes, sendo também identificado no modelo simulado Trrl-Trx2 em S§. cerevisiae
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(Zhang et al., 2009). O loop I € 2 foram encontrados por interagir com a Lys* na hélice 02 de CnTrx1,
rodeada por aminoacidos hidrofobicos que expdem as suas cadeias laterais para as fitas B centrais. Em
ScTrx2 os residuos Lys* e Lys” na hélice a2 e o4 foram sugeridos para estar envolvidos no

reconhecimento proteina- proteina (Zhang et al., 2009).

A Trx1 empacota-se contra os dominios do FAD e¢ do NADPH da Trrl, porém, as interagdes
com o dominio de NADPH parecem ser responsaveis pelo reconhecimento proteina-substrato (Lennon
et al., 2000). No dominio de ligagio ao NADPH o loop 3 que compreende os residuos Trp'®-Gly'®,
forma uma intera¢do com GIn'®* da CnTrrl e a Thr™ de CnTrx1. O loop 4 compreendendo os residuos
Asp'™-Pro'”®, forma uma intera¢io com Asp'’*da CnTrrl e a Met” de CnTrx1, sendo que o primeiro

residuo é altamente conservado em L-Trr e é o residuo adjacente a Cys'”

do sitio ativo. E o loop 5
compreendendo os residuos Asp?’-Val*. Em CnTrx1 o loop Ala®-Thr” ocupa o sulco complementar
na superficie do dominio da CnTrrl. Na posi¢ao 70 desse loop € encontrada uma Lys apontando para a
superficie e ndo para o sulco como relatado por Zhang et al., (2009), formando interacdes polares com
Ser'®, Gly**® e Glu** da CnTrrl. Ao lado do sulco é encontrada a regido AVPI (Ala'’, Val'”, Pro'” e
Ile'”), uma regido hidrofobica altamente conservada em L-Trr (Figura 36). Em TrxR de E. coli, nessa

regido sdo encontrados somente os residuos Phe'*' e Phe'** formando uma regido hidrofobica no bolsdo

hidrofébico de EcTrx1 (Lennon et al., 2000).

Dominio do

Dominio do FAD

Figura 36. Modelo do complexo Trr1-Trx1 de C. neoformans. Usando a estrutura do complexo TrxR-Trx1 de
E. coli (PDB: 1F6M) como molde, os dominios do NADPH (branco) e do FAD (azul) da CnTrrl sdo sobrepostos
com a correspondente TrxR de E. coli (cinza). CnTrx1 (rosa) é sobreposto com a Trx1 de E. coli (cinza). As

113



regides ou loops que envolvem a interagdo proteina-substrato sdo identificadas em verde. Em amarelo ¢
identificada a regido AVPI conservada em Trrs de baixo peso molecular.

3.2.21 Simulacéo de docking com os ligantes
Docking das moléculas na conformacgdo oxidada (FO)

O virtual screening tem como objetivo reduzir a grande quantidade de compostos disponiveis
para um subconjunto de compostos focados a um alvo especifico de maneira a tornar possivel testar
suas atividades individuais. Isto ¢ alcangado principalmente pela filtragdo dos Aits obtidos pelo docking
que pré-seleciona candidatos hipotéticos com propriedades drug-like que possam se ligar a molécula
alvo (Klebe, 2006). Neste trabalho, os compostos inicialmente pré-selecionados pela modelagem
molecular e varredura virtual de quimiotecas, foram escolhidos por se ligar ao modelo do alvo CnTrrl.
A regido definida para busca foi o sitio da cavidade catalitica. Apos verificar a atividade in vitro dos
compostos pré-selecionados (19), os dois que apresentaram valores de CIM aceitaveis, foram
ancorados desta vez na estrutura cristalografica da CnTrrl.

Essas 2 moléculas do banco Life Chemicals sao compostos organicos estruturalmente
semelhantes, apresentando por exemplo, massa molecular variando de 413 a 589 Da. A maioria deles
tem grupos comuns de carbonilo, sulfanilo e triazol e t€ém a capacidade de realizar interagdes, como
ligagdo de hidrogénio e interagdo hidrofobica, para formar um complexo com o alvo Trrl (Abadio et

al,, 2015).

A partir da estrutura 3D de Trrl na conformacao oxidada de C. neoformas, foi possivel avaliar
estes 2 compostos pré-selecionados como potenciais hits. A etapa de docking, realizada com o
programa Autodock Vina, permitiu a busca de possiveis interagdes entre a proteina FO e os compostos,
explorando os graus de liberdade conformacional do ligante. Os 2 compostos testados apresentaram
resultados variados em ambos tipos de docking, sendo que quando o FAD ¢ retirado da estrutura
oxidada (apoproteina), as duas moléculas inibitdrias ocupam a sua posicao e se encaixam perto do sitio
ativo, com melhores poses de afinidade do ponto de vista de estabilidade energética em relagdo ao sitio
de ligacdo da proteina (Tabela 9). Quando o docking da proteina oxidada ¢ feito com o FAD, as
interagdes com os compostos apresentam afinidade mais baixa, sendo que os compostos sdo alocados

em posig¢oes perto do sitio ativo.
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Tabela 9. Afinidade de ligacdo das melhores poses dos compostos no docking rigido

Afinidade (kcal/mol)
Small molecules
Conformacao FO, sem FAD Conformac¢ao FO, com FAD
Ligante sitio score sitio score
Mol _14 FAD (15) -9.5 sitio ativo (20) -8.9
Mol _3 FAD (18) -9.8 sitio ativo(16) -8.1
FAD FAD (8) -10.8 N.D N.D

() nimero de poses neste sitio de um total de 20 selecionadas. N.D: ndo disponivel.

As andlises das interagcdes que ocorrem entre a estrutura 3D de CnTrrl e as moléculas dos
bancos de dados selecionados foram realizados com as conformacdes e coordenadas atOmicas reais da
estrutura. Isto possibilitou a confirmagdo da interagdo de residuos do sitio ativo com as moléculas
inibitérias selecionadas. A caracterizacdo dessas interagdes sugere a especificidade destas moléculas

desenhadas a partir de um modelo usando a estratégia de modelagem molecular por homologia.

O esquema de representagdes bidimensionais dos complexos proteina-ligante foram gerados
pelo programa LIGPLOT (Wallace et al., 1995), e a inspecao visual das estruturas foi feita para
verificar as interagcdes que ocorrem entre a Trrl, e as principais moléculas selecionadas. A molécula
inibitoria 14 interage na posi¢do do FAD com os residuos Leu”, GIn™ e GIn’**, sendo que os dois
primeiros sao envolvidos nas ligagdes de hidrogénio com o FAD. Enquanto que a molécula 3 realiza
interagdes hidrofobicas com residuos de aminoacidos relevantes do sitio ativo da Trrl (Figura 37). A
distancia de interacdo polar entre os residuos Gln’? e Leu” (N) e o O1 da molécula 3 foi de 3,1 € 2,8 A,
respectivamente. Os contatos hidrofobicos de ambos os ligantes apresentaram proximidade com

residuos como Gly*, Pro*, Ala®, Phe®, Gly”', Gly'*, e Ala*”.

Os complexos formados entre o alvo e os dois compostos (Mol 14 e Mol _3) mostraram que as

moléculas se ligam preferencialmente perto das Cys'™ e Cys'”, na auséncia do cofator (Figura 38).
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Figura 37. Interacdes entre a proteina Trrl, e as moléculas inibidoras. (A) Mol 14 (B) Mol 3, interag¢des
hidrofobicas entre o ligante e a proteina.
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Figura 38. Docking, possivel interacio molecular de C. neoformans Trrl,x com os ligantes. (A) Trrlo +
FAD (B) Trrlex + Mol _3 e (C) Trrlox+ Mol 14. Sitio do FAD sendo ocupado pelas moléculas.

Em relagdo ao docking a Trrl, ligada ao seu cofator FAD, os dois ligantes apresentaram

ligagdes perto do sitio ativo. Assim quando observamos as intera¢des dos ligantes na presenga do

323

cofator, a molécula 14 fez ligagdes de hidrogénio com a Ser'” (no dominio do NADPH), Arg’* (no

271

dominio do FAD), e com a Gly”"’ que faz parte do loop 274-277 que liga os dois dominios. As
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interacdes hidrofobicas nessa regido ocorreram com a A169 e A275; enquanto que a molécula 3 fez s

uma interagao hidrofobica com a V172 (Figura 39).

A. B.

S19

Figura 39. Docking - possivel interacio molecular dos ligantes com C. neoformans Trrl,, complexada ao
FAD. (A) Molécula 3, e a interagdo hidrofobica com o residuo Val'”” (B) Molécula 14 ¢ as interagdes polares
com os residuos Ser'” e Arg**.

Docking das moléculas na conformacdo reduzida (FR)

O docking dos ligantes na conformacao reduzida foi baseado no modelo 5 (FR) (descrito no
item 3.2.18). Todos os experimentos de docking e dinamica molecular analisados podem ser resumidos
na Tabela 10. Os ligantes foram encontrados por interagir em varias regides: no sitio do FAD, no sitio
do NADPH proximos do sitio ativo, no sitio onde liga-se o substrato, e aleatoriamente. A tabela 10 foi
agrupada em trés partes de acordo com o modelo FR usado para o docking. 1. cinza: FR na presenca e
na auséncia da molécula FAD. 2. rosa: FR sem FAD seguido pela simulagao de dindmica molecular, e

3. verde: FR ligado ao FAD seguido pela dinamica molecular.
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Tabela 10. Score das melhores poses dos compostos no docking e simulacées de dindmica
molecular na conformacio FR de Trrl.

DM do DM do
Modelo FR Modelo FR (APO) Modelo FR (HOLO)
Ligante
sem FAD com FAD sem FAD com FAD* sem FAD com FAD
Sitio Score | Sitio Score | Sitio Score Sitio Score Sitio Score Sitio Score
FAD (2) -10,4 NADP -9,6 | Aleatério -6,8 ativo | -11,2  Aleatério  -8,1
14 (14) an “ ®)
NADP 9,1 nd  nd
®
Trx -8,6 NADP -6,7 FAD -11,0 NADP -7,7
Trx 87 ) ()] (16) 1s)
@
Trx -87 NADP -93 ativo | -11,2
3 ® (10) ®)
NADP 4
=7 -
W) 5 I — FAD NADP 73
(14) 19)
NADP 8,6 Trx -8,9 -10,8
9 ®
Aleatorio | -7,7
13)
FAD | upp |08 | nd |nd nd nd FAD -13,0 nd nd
(20) o)
NADP -1,5
@)

* sitio do FAD colapsou, quando a simulagdo de dindmica (DM) foi realizada na proteina vazia. nd: ndo definido
-Em paréntesis sdo mostradas o nimero de posses possiveis, de um total de 20 para cada ligante. Score: (kcal/mol).

No primeiro grupo da tabela acima, foi possivel caracterizar o comportamento das moléculas no
sitio de ligagdo do modelo na conformagdo reduzida. O processo de docking com a molécula 14,
mostrou que o ligante tem maior afinidade de liga¢ao pelo sitio do FAD (-10,4 kcal/mol) e realizou
ligagdes de hidrogénio com Ser™ e Ser’®, e interagdes hidrofobicas com Ile*, Pro*, Ala*, Ala*, Phe?,
leu”, Val'"* e Ala*® (Figura 40A); observou-se que vérios destes amino4cidos também participam das
interagdes hidrofobicas entre os ligantes e Trr na conformagao FO. Isto provavelmente devido a que o
dominio do FAD na conformagdo oxidada ¢ o mesmo usado para modelar a conformagao reduzida da
Trrl, e que de acordo com a literatura nao sofre mudanga conformacional. Quando no docking desta
molécula ndo estd presente o FAD, o ligante apresenta afinidade por uma segunda pose apresentando
interagdes com Ser'” e His*™® e compete pelo sitio que ocupa o NADPH interagindo hidrofobicamente
com Leu”, Val” e Ile*® (-9,1 kcal/mol) (Figura 40B). A menor afinidade do ligante se apresentou nos

arredores do sitio onde o substrato se liga (-8,7 kcal/mol); duas ligagdes de hidrogénio intermoleculares
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se apresentaram entre a Ala"' e Arg'>” e o ligante. Quando o docking ocorre em presenga do FAD o
ligante tem maior preferéncia pelo sitio que ocupa o NADPH (-9,6 kcal/mol), formando mais ligagdes
de hidrogénio com Ser'”, Arg*"® e Arg’” e também hidrofobicas com Ala*” e Ile*” (Figura 40C).
Adicionalmente duas poses de menor pontuagdo sugeriram interagdes com Asn® (-8,6 kcal/mol), Ala''

e Arg'” (-8,5 kcal/mol) que sdo residuos de aminoacidos posicionados perto do sitio de ligacdo do

substrato.

J& para a molécula 3, quando o docking ocorre na auséncia do FAD, o ligante tem afinidade
pelas poses ao redor do sitio de ligagdo do substrato e parece interagir com Leu® e Asn® (Figura 41A),
e eventualmente compete pelo sitio do NADPH na auséncia (ligagdes de hidrogénio com Asp'®, Ser'”,
Arg*®) e presenca do cofator FAD (ligagdes de hidrogénio com Ser'”, Arg*®); As interagdes

25 Tle % e Leu'** e com

hidrofébicas desta molécula apresentaram proximidade com residuos como Ala
FAD (Figura 41B). Outra pose do ligante predita do docking, revelou que com o FAD incorporado na
estrutura, a Mol 3 forma ligagdes de hidrogénio com os residuos Leu® e Asn® localizados perto da

posicao onde interage a Trr com Trx (-8.9 kcal/mol).
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Figura 41. Interacdes entre o modelo reduzido (CrTrrl -FR) e a molécula inibitéria 3.

No grupo 2 (rosa) foi observado que quando a dinamica ocorre sem o FAD ligado a proteina, os
valores de energia de ligagdo predita diminuem para cada conformagao. Além disso, quando tentamos
ligar a molécula de FAD no modelo FR apods simulagdo de DM, observamos que a estrutura perde a
possibilidade de ancorar o cofator, devido a um colapso nessa regido, com compressao do bolsao do
FAD. Sabe-se ainda, que o FAD participa das reagdes principais para oxidar e reduzir a enzima e, ¢
conhecida a relagdo entre a sua presenca ¢ a dependéncia da atividade enzimatica. Portanto, a utilidade
do FAD para a correta integridade estrutural da enzima. A elevada afinidade desse (-13 kcal/mol) ¢
resultado de suas ligacdes estabelecidas por intermédio de numerosas ligacdes de hidrogénio e
interacdes de van der Walls. Assim, para garantir a preserva¢ao da estrutura de coordenagao ao redor do

FAD durante a simulacdo de DM, foram definidos os parametros de campo de forga para o cofator.

Os resultados do grupo 3 (ciano) da holoproteina no modelo FR-apdés DM, mostram que na
primeira analise de docking onde o cofator FAD ¢ retirado da molécula, As moléculas 3 e 14
apresentaram uma pose com maior afinidade perto do sitio ativo (-11,2 kcal/mol) mas, o maior numero
de posses ocupou o ambiente onde o FAD se liga, com valores de afinidade muito similares (-11,0 e
-10,8 kcal/mol respectivamente) (Figura 42A). Na Figura 42A no docking com a Mol 14, sem o FAD,
a molécula interagiu com o oxigénio da Ser'”®, mas demostrou interagdes principalmente hidrofobicas
nessa regido com 11 residuos: Pro*, Phe”, Leu”, Val”, Ala'', Ala'®, Tyr’™, Ala*”, 1le””° ¢ Ala*®. O

resultado obtido evidencia que a molécula ¢ localizada muito perto do sitio onde o FAD e NADPH
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encontram-se para a transferéncia de elétrons (anel triciclico isoaloxazina e nicotinamida do NADPH),
e por isso os aminoacidos realizaram contatos muitos similares aos observados no modelo FR. Na
Figura 42B, uma segunda pose teve afinidade pelo sitio que ocupa o FAD mas desta vez observou-se

que o N-benzyl-N-methylsulfamoyl forma uma ligagdo de hidrogénio com o N-Glu*’ e O2-S.

Quando a Mol 3 foi ancorada na conformagdo FR- apos DM, sem a presenca do cofator, a
ligagdo de hidrogénio ocorreu com a Thr”, que é produto de uma ocupagio intermediaria entre os dois
dominios perto do sitio ativo reduzido e que nao foi observada no modelo da conformagao FO ou FR.
As interagdes hidrofébicas apresentaram proximidade com a Leu”, Val”, Val'”? (Figura 42C). A
segunda pose do ligante na Figura 42D revelou a sua afinidade pelo sitio do FAD. Ao ocupar esse sitio,

149

o ligante realizou ligagdes com a Ala'® e realizou intera¢des hidrofobicas no benzidrilo com Pro* e

Leu”, e na piridina com Phe®” , Ala®, Gly”' e Gly'*,

Quanto ao docking com a holoproteina na conformagdo FR- ap6s DM e o cofator ocupando a
sua posi¢cdo, a Mol 14 teve maiores scores para a regido aleatoria, seguido pelo sitio do NADPH. Na
Figura 42E, o ligante apresentou ligagdes de hidrogénio com Lys*® e Gly’®, e realizou interagdes
hidrofobicas (11e*’, Pro*'e Ile***). Na Figura 42F, quando a regido ocupada é a do NADPH, o ligante
apresenta so interagdes hidrofobicas do seu oxadiazol com a Leu®'’ e Tyr*®. A Mol 3, por sua vez,
apresentou um padrdo de afinidade maior pelo sitio que ocupa o NADPH. A piridina do ligante

213

apresentou interagdes com a Arg?", e realizou interagdes hidrofobicas com Gly'”, Gly'!, 11e*’ e Gly*"’,

e com o benzidrilo interagindo com a Tyr*°e a Tyr’** (Figura 42G).
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3(C,DeG).

Curiosamente, as afinidades de ligacdo entre a holo-Trrl reduzida (com FAD) e os ligantes,
foram mais baixas do que a DM da holo-Trr1 reduzida sem o cofator, sendo encontradas no sitio que
ocupa o0 NADPH. Os resultados sugerem a necessidade de uma parametrizagdo do campo de for¢a do
cofator NADPH, uma vez que na ancoragem, esse ¢ incapaz de ocupar o seu sitio correspondente na
estrutura. Uma alternativa para superar essa dificuldade era a obten¢ao online de pardmetros de campo
de forca para essa molécula, no entanto, ndo foram compativeis com o campo de for¢a do software

GROMACS.

A Tabela 11 resume todos os residuos de aminoacidos que apresentaram ligagdes hidrofilicas e
hidrofébicas no docking com os ligantes: na conformagdo FO, no modelo FR e no modelo FR apos

simulagdao de DM.
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Tabela 11. Principais residuos de aminoacidos que formam interacdes hidrofilicas e hidrofobicas
no docking com os ligantes e Cn'Trrl

Trrl Modelo Trr1 Dinamica molecular do modelo
Conformacao FO Conformacao FR Holo- Trr1
Conformacao FR
- FAD + FAD - FAD + FAD - FAD + FAD
A B A B A B A B A B A B A B A B A B
Sitio do FAD = perto- sitio | Sitio do FAD/ Sitio do Sitio do perto- sitio | Sitio do FAD Aleatorio Sitio do
do NAD+ *sitio- Trx NAD+ NAD+ do NAD+ NAD+
G39 S38 136
P40 P40 P40 P40
N65  A49
A64 A64
L73
Q72  F67 F67 F67 A68
G71
V79
Al46 L73 L73 L73 L73
G148 * V79
Al51 V114 E80
1 A169 RI53
4 G190 G189 Al51 Al46
C170 G191 G190 A169 G148
C173 S193 A325 S193 S193 G191 S193 C170 Al149
R218
L217
A275 H278 1276 1222
G277 A275 M223
1276 Y274
G277 A275
Q324 R323 R323 1276 L298 1297 Y296
A325 G302 P301
$328 A325 A325
G330
1334
G39 FAD
P40 * P40 P40
* A64
- A64 = L63  G66 A68 . -
F67 N65  F67 F67 G71
G71
L73 T75 L73 Al49 L73
L154 L154 V79
G148 Al51
Al49 G148
3 M162 D192 C170 G190
A169 V172 G191
V172 A275 C173
1276 G189
G189 G190
S193 G190 S193 G191 1276
G191 A275 R213 G277
1276
M223 Y296
A325 R323 R323 A325 Y322

A= Ligagdo hidrofilica, B= Liga¢ao hidrofobica, *sitio-Trx,
(- FAD): na auséncia do cofator. (+ FAD): na presenga do cofator.
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Recentemente, Abadio e cols., avaliaram a Trrl de Paracoccidiodes spp como um novo alvo
para drogas. Os estudos de modelagem molecular em combinagdo com a varredura virtual
identificaram 3 potenciais compostos inibidores da tioredoxina redutase. As CIM foram 8ug/mL, 16
pg/mL, e 32 pg/mL. Além disso, resultados de docking usando o modelo Trrl de P. lutzii sugeriram que
os compostos realizam interagcdes hidrofobicas com aminodcidos relevantes do sitio ativo (Abadio et
al., 2015). Interessantemente, outros grupos também tém mostrado que o sistema Trx ¢ um novo alvo
para drogas. Uma classe de antibioticos de pirazolona foram mostrados por ser potentes inibidores de
S. aureus e M. tuberculosis, inibindo a proteina TrxR destas bactérias (CIMoy 8 pg/mL para S. aureus).
Os compostos ancorados nos modelos reduzidos a partir das estruturas cristalograficas (conformagao
FO) mostraram que o composto /ead 5376 prevé interagdes com diferentes residuos que participam em
interagdes i0nicas. As interagdes moleculares ocuparam a posi¢do do sitio do NADPH. O modelo
molecular de M. tuberculosis (2A87) revelou que o composto ancorado forma uma ligagao idnica com
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a Arg'™, Arg'’ e Arg®”, enquanto o Asp*® atuou como um doador na cadeia lateral. Na estrutura cristal

de S. aureus (4GCM), a Arg'” e Arg"™ -duas argininas carregadas positivamente- participaram das
interagdes i0nicas (Sweeney et al., 2017). Curiosamente a Arg'® ¢ equivalente a Arg?"* em Trrl de C.
neoformans, onde a Mol 3 ocupando a regido do NADPH fez interagdes polares com o grupo

guanidina deste aminoacido na holoproteina (FR) obtida da dindmica.

Outro estudo feito com a varredura virtual, identificou pequenas moléculas inibitorias da TrxR
de M. tuberculosis (M¢TrxR) que visam a intera¢do do sitio proteina- proteina com o subtrato Trx. O
modelo de M¢TrxR foi criado usando como molde o PDB 1F6M (complexo TrxR-Trx), que imitou a
conformacdo FR removendo apenas o dominio do FAD. O estudo sugeriu que para os compostos
sintetizados em base a 4-(piperidin-1-il) anilina, as melhores poses sdo localizadas dentro da fenda
hidrofobica de ligagdo a tioredoxina, perto das cisteinas do sitio ativo (Cys'*), por interagdes de ligagio
de hidrogénio com Asp'* e Thr*** (Koch et al., 2013). Em CnTrrl esses residuos correspondem a Cys'”,
Asp'”, e a Thr € substituida por Asn*”’, respectivamente. Como relatado no modelo CnTrrl-Trx1, o
residuo Asp'™ mostra-se como um aminodacido importante no complexo de interagdo com a CnTrxl1
(Met72), no entanto nenhum dos residuos identificados no docking que ocupam regides proximas a
ligacdo da CnTrxl1, esteve associado com os residuos encontrados do modelo complexado. As poses
perto das cisteinas do sitio ativo no modelo reduzido envolvem os residuos: Leu®, Asn®, Ala"™' e
Arg'3. Ja no modelo reduzido ap6s simulagdo de DM (holo-modelo FR) sem a presenga do cofator, a
Mol 3 apresentou ligagdes de hidrogénio com a Thr” e varias interagdes hidrofobicas com
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aminodacidos proximos do sitio catalitico e com a Cys ™. Na conformacao FO da CnTrrl, foi possivel
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observar que a GIn” e Leu” sdo residuos que formaram ligagdes de hidrogénio no docking com a

Mol 14 ao redor das cisteinas do sitio ativo.

Finalmente a maioria das poses de docking obtidas da Trrl., do modelo FR e das simulacdes de
DM com os 2 potenciais inibidores, mostram que os residuos S193 e R323 aparecem com maior
frequéncia formando ligacdes de hidrogénio em ambos os ligantes, considerados na analise pela

preferencia do sitio que ocupa o NADPH.

Tendo em vista que o mecanismo de acdo da CrTrrl envolve a associagdo da enzima ao seu
substrato, foram realizadas novas simulagdes de DM da holoproteina na conformacao FR. Para isso, foi
ampliado o tamanho da caixa de simulacdo (center x = 50,center_y = 40, center _z = 40) para que fosse

o suficientemente grande para abranger a posi¢do da CnTrx1 na conformacao reduzida.

O docking molecular do modelo FR com a Mol 14, revelou que das 20 simulagdes as melhores
posigdes da interacdo entre a molécula e a proteina sdo encontradas no sitio que ocupa o NADPH (-
10,4 kcal/mol). No entanto, pontuacdes do score de -9,2 kcal/mol foram visualizadas na interagdo do
ligante pelo possivel sitio que ocupa o substrato. O ligante apresentou trés ligagdes hidrogénio com
Asn® (N), Ala"™' (N) e Arg'*® (N) (Figura 43A), além de contatos hidrofobicos com residuos: Ala'®’,
GLy* e Phe®. Com a holoproteina FR submetida a simulagio de DM duas posses principais foram
observadas, uma aleatoria com uma afinidade de ligagdo de -8,1kcal/mol (como mostrado na Tabela
10), e uma segunda pose com preferencia pela cavidade que ocuparia a Cn'Trx1, com tudo o docking
apresentou mais baixos scores (-7,6 kcal/mol), se referendo a afinidades de ligacdo menores. Os
resultados provenientes da DM mostraram que os principais residuos que interagem por ligagdes de
hidrogénio com a molécula 14 sdo: Ala®, Arg” His*”® (Figura 43B). As interagdes hidrofobicas nessa
regido ndo foram muito alteradas envolvendo novamente os residuos: Ala'®, Gly®, Phe®, e

adicionalmente Pro®, Gly” e Ala"".
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Figura 43. Interagdes polares pontilhadas em amarelo e a distincia em A com a molécula 14. (A) Na
holoproteina na conformag¢do FR (ciano) com os residuos R153, A151 e N65, e (B) Na holoproteina na
conformacdo FR da DM (ciano) com os residuos H278, R99 e A68 ao ocupar o sitio do substrato.

O docking molecular do modelo FR com a Mol 3, revelou que o ligante apresenta um conjunto
de possibilidades de ligagdes de hidrogénio no Loop Tyr”-GIn™ com os residuos Leu® (O) e Asn® (N)
(Figura 44A), e de modo hidrofobico com Ala®, Gly*, Phe®, Ala”' e Ala'®. A sele¢do da pose no
lugar que ocupa o substrato foi acompanhada pela afinidade de ligacao de -8,9 kcal/mol, embora a
melhor pose do ligante se apresentou quando esse ocupa o sitio que ocupa o NADPH com um scoring
de afinidade de -9,3 kcal/mol. Com a holoproteina FR submetida a simulagdo de dinamica molecular, a
molécula teve a sua melhor afinidade de ligacdo pelo sitio de complexacao do substrato (-8,1 kcal/mol),
com 13 das 20 possiveis posi¢cdes ocupando essa regido. A outras 7 poses com uma menor afinidade de
ligacdo foram observadas quando o ligante ocupa a posicdo do NADPH. As ligagcdes de hidrogénio
envolvidas na pose preferencial do ligante sdo geradas pelos residuos: Ala® (H) e Ser'” (HO) com o

oxigénio e o N6 da piridina do ligante, respectivamente (Figura 44B).
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Figura 44. Interacdes polares pontilhadas em amarelo e a distincia em A com a molécula 3. (A) Na
holoproteina na conformagado FR (verde) com os residuos N65 ¢ L63, (B) Na holoproteina na conformagido FR
da DM (verde) com os residuos A68 e S193 ao ocupar o sitio do substrato.

Embora, nos dois tipos de docking realizados (Modelo FR e modelo FR submetido a simulac¢ao
de DM) as ligagdes de hidrogénio foram diversas, as ligagdes hidrofébicas se mantiveram constantes
entre os residuos de aminoacidos dessa regido, indicando que os ligantes mantém afinidade por esse
bolso localizado entre os loops Glu®-GIn”, Ala"'-Pro'* ¢ Tyr'*-Ala'"" na proteina na conformagio
reduzida.

Em S. cerevisiae o loop Glu*-Gly* da Trrl parece estar envolvido na interagdo com Trx2 do
mesmo fungo (Zhang et al, 2009), embora o complexo do modelo CnTrrl-Trx1 ndo encontrou
nenhuma ligagdo hidrofilica nesse loop (Glu® -Gly™) e sim, varias interagdes hidrofobicas na hélice a2
(Glu®-Ala®, em Cn), foi observado que a Mol 3, teve certa preferencia pelos residuos ao redor deste
loop (ligagdes hidrofilicas com a Leu® e Asn®). Da mesma forma a Mol 14 apresentou ligagdes de
hidrogénio com o residuo Ala®® também envolvido nesse loop de complexagdo. Isso, poderia indicar
uma possivel pré-selecdo do espaco quimico para um composto que visa a fenda de ligacao a Trx que €
exclusiva nas Trr fungicas pelos residuos extras conservados nessa posi¢do. Ja que os valores de CIM
ainda nao sdo suficientemente baixos, estes compostos podem ser usados como promissores hit-to lead
apds optimizagdo. Nossos resultados indicam que as moléculas formam ligagdes de hidrogénio e
interagdes hidrofobicas que ocorrem perto do sitio ativo da enzima, que justifica o sucesso destas ao se

ligar no espago quimico conservado.
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4. CONCLUSOES CAPITULO I

e As proteinas recombinantes Trrl e Trx1 de C. neoformans, foram produzidas em forma soluvel
e foram purificadas com sucesso mediante o uso de cromatografia por afinidade e cromatografia
de exclusao molecular. CnTrx1 se apresentou como um mondmero em solugdo, enquanto a

enzima CnTrrl se apresentou como um dimero.

e As proteinas recombinantes foram cristalizadas e a estrutura 3D das proteinas CnTrx1 e CnTrrl

foi determinada por cristalografia de raios X, na resolucio de 1,80 A e 2,25 A, respectivamente.

e A estrutura terciaria de CnTrx1 revelou pequenas diferengas com Trxs oxidadas e reduzidas de
outras espécies, mantendo o enovelamento tipico de Trx. A Trx1 apresentou um dobramento
caracteristico tipico contendo o motivo do sitio ativo conservado (Cys-Gly-Pro-Cys). O residuo
de triptofano (Trp) tem uma funcdo estrutural no sitio ativo e no bolso hidrofébico ao redor

dessa regido.

e (nTrrl apresenta maiores mudancas conformacionais na estrutura secundaria e terciaria nos

pHs 4,0 e 5,0.

e A estrutura 3D de CnTrrl apresenta um loop extra na regido N- e C-terminal. A distancia de

2,04 A entre os dois residuos de Cys (170-173) revelou que CnTrrl encontra-se na conformacgio

oxidada (FO).

e A estrutura da proteina CnTrrl na conformacdo reduzida (FR) foi predita por modelagem

molecular por homologia usando as coordenadas atdmicas da proteina oxidada (Sw4c) e as

coordenadas de E. coli TrxR-Trx (1IF6M).

e O modelo na conformagdo FR apds simulacdo de DM, foi usado para ancorar a Trx1 de C.
neoformans (5JY5). O modelo complexado em relagdo com as regides com potencial de ligagao
a Trx1 sugeriram pequenas diferencas quando comparado com o modelo simulado em .

cerevisiae.

e O docking das moléculas inibitérias (3 e 14) identificadas pela varredura virtual, na CnTrrl
oxidada, no modelo reduzido e no modelo FR ap6s simulagdo de DM, mostrou preferéncia pelo

sitio ativo da enzima e pelas regides ao redor deste sitio.
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CAPITULO 11

Estudos in vitro e in vivo das moléculas potencialmente

inibidoras do fungo patogénico

C. neoformans
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1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a suscetibilidade das cepas de C. neoformans aos potenciais inibidores identificados

pela varredura virtual e validar a sua inibi¢ao na enzima CnTrrl.

1.1 Objetivos especificos

a) Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) das moléculas sobre cepas de C. neoformans
b) Analise in vitro da inibi¢do da enzima CnTrrl por moléculas potencialmente inibidoras.

¢) Validacao das moléculas inibidoras (identificadas nos testes in vitro) em modelo murino in vivo de

infeccao animal pelo patdégeno C. neoformans.

d) Realizar a imunolocalizagdo da proteina Trrl em C. neoformans.
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2. POTENCIAL ANTIFUNGICO DAS MOLECULAS
INIBITORIAS

Virios critérios devem cumprir os alvos potenciais para a a¢do de antifungicos. Um alvo
potencial deve ser essencial para a sobrevivéncia das células fingicas, seja no processo de crescimento,
estabilidade homeostatica ou infec¢do do hospedeiro. Também ¢ importante que o alvo seja uma
proteina fungo-especifica, conservada, no entanto, a afinidade com outras drogas deve ser baixa. As
vias metabolicas fungo-especificas sdo alvos atraentes porque cada componente metabodlico ¢ um alvo
potencial. Por tltimo, uma vez que a membrana plasmatica pode atuar como uma barreira para

produtos quimicos, as proteinas da superficie celular sdo alvos preferiveis (Agarwal et al., 2008).

Com base em todas essas informagdes até aqui apresentadas sobre a importancia da geragdo de
novos compostos antifiingicos, o capitulo II descreve os estudos in vitro e in vivo, que determinaram o
potencial de inibi¢do dos compostos selecionados por varredura virtual de quimiotecas, sob o
crescimento do fungo C. neoformans. Esses compostos apresentaram caracteristicas que as descrevem
como potenciais drogas que tem como alvo a enzima tioredoxina redutase. Sendo assim, das 19
moléculas testadas in vitro, 2 apresentaram atividade antifiingica contra o fungo patogénico. Nos
ensaios de caracteriza¢do enzimatica in vitro, essas 2 moléculas também foram capazes de inibirem a
enzima Trrl, utilizando a tioredoxina do mesmo fungo como substrato. Adicionalmente, os resultados
revelaram que os compostos t€ém atividade in vitro 1til, potencialmente com baixa toxicidade quando
foram testadas contra células de mamiferos in vitro. A pesquisa realizada in vitro quanto a efetividade
das moléculas inibitorias contra C. neoformans apontou para a necessidade de estudos adicionais em
modelo animal para confirmar o potencial destas moléculas no tratamento da criptococose. Os estudos
em modelo animal sdo cruciais, ja que esses modelos sao caminhos obrigatorios no trajeto de estudos
in vitro até os procedimentos clinicos (Graybill 2000). Embora, as moléculas (mol 3 e mol 14) nao
apresentaram eficacia na redu¢do das UFCs dos o6rgdos dos animais, portanto, insuficientes para
controlarem a infec¢do, esse resultado pode ser atribuido a metodologia do tratamento empregado,

apesar de que ndo se descarta o fato de que a molécula nao foi absorvida corretamente.

“Milhares de compostos sdo abandonados ao longo caminho decorrido desde a concepgao de
uma nova molécula até sua comercializacdo, em grande parte devido a farmacocinética inadequada”
(Pereira, 2007). Assim, a otimizagao destas moléculas frente ao seu alvo Trrl, € muito importante para
a selecdo de compostos mais promissores. O desafio ¢ tracar modificagdes moleculares que gerem

compostos com propriedades aceitaveis e sobretudo com eficacia terapéutica para o seu uso clinico.

131



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Ensaios de atividade antifingica in vitro

Apoés a obtencdo das moléculas selecionadas, foram iniciados os testes de validacdo destes
compostos como possiveis antifungicos importantes no tratamento fingico. Os primeiros ensaios foram
testes in vitro para obtengdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) baseada na técnica de
microdiluicdo em caldo seguindo as normas de padronizacdo preconizadas pelo Clinical laboratory

Standards Institute (CLSI), publicadas no documento M-27A4. (NCCLS, 2008).

3.1.1 Inéculo

As leveduras foram crescidas por 48 h em meio liquido YPD (extrato de levedura 1%, glicose
2%, bacto-peptona 2% pH 7.2) a 30 °C. Os inoculos da cepa H99 e de 5 isolados clinicos foram
lavados 2x em tampao salina estéril (0.9%). Uma suspensao de leveduras foi preparada em 1 mL de
salina e ajustada em uma densidade de 1-5 x 10° células/mL através de contagem em cdmara de
Neubauer. Esta suspensao foi diluida 1:50 em 4gua destilada e a seguir, 1:20 em meio RPMI 1640 para
se obter a densidade de células desejada. As células e as solugdes contendo as moléculas foram diluidas

1:1, para uma concentragio final de 2 x10° células/mL.

3.1.2 Agentes antifiingicos e procedimento do teste

O fluconazol foi dissolvido em agua, enquanto que a anfotericina B foi dissolvida em
dimetilsulfoxido. Destes foram preparadas solu¢des padrao de 3000 png/mL. Foram geradas as solugdes
de trabalho 1 (ST1): 640 pg/mL para o Fluconazol e 160 pg/mL para a anfo B e a solucao de trabalho 2,
diluida 1:5 em RPMI da ST1, de tal modo que as concentra¢des variaram de 0,125 a 64 pg/mL para
fluconazol, e 0,0313 a 16 pg/mL para anfotericina B. O dimetilsulféxido foi também usado como
diluente para as 19 moléculas (concentragdo estoque 4 mg mL™). As concentragdes das 19 moléculas
selecionadas variaram de 0,125-64 pg/mL.

Os compostos foram diluidos em meio RPMI [RPMI-1640 sem bicarbonato, com L-glutamina,
suplementado com 2% de glicose e tamponado (pH 7) com 0,165 M de acido
morfolinopropanosulfonico (MOPS) (Sigma-Aldrich)]. Os fungos foram incubados na auséncia e
presenca de DMSO 0,5% (vol/vol) para confirmar que a exposi¢do a esse solvente nao influencia no
crescimento das cepas testadas. A cada poco, contendo 100 pL do agente antifingico, foram adicionas

aliquotas de 100 uL do indculo, de modo que as concentracdes das moléculas e farmacos ficaram
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diluidas 2x. Em cada placa foram feitos os controles, indculo ¢ meio de cultura (RPMI) e indculo e

meio de cultura em DMSO.

3.1.3 Incubacdo e leitura

O teste foi realizado em microplacas estéreis (TTP Zellkultur Test Plate 96F, suica) contendo 96
pocos. A cepa de C. neoformans (H99) foi utilizada como levedura referéncia para todos os testes. O
tempo de incubagdo conforme o fungo testado foi de 48 h a 37 °C. Os dados foram apresentados para
MICyy que correspondem a concentragdo minima inibitoria capaz de inibir 90% do crescimento dos
isolados. Subculturas de todos os pogos que apresentaram inibicdo do crescimento foram plaqueados
em meio BHI. Para leitura dos resultados foi verificado o crescimento da levedura, através da
observagao da turbidez do meio, comparado ao controle de crescimento (livre de antifingico). A leitura
das absorbancias foi realizada a 595 nm, 2 dias depois da incubagdo com as moléculas e antifingicos,
em um espectrofotometro de microplacas (Spectra Max, Molecular Devices). Adicionalmente foi
avaliada a possivel atividade fungicida (CFM). Para isso aliquotas dos testes das diluicdes foram
transferidas para placas contendo meio solido de cultura completo, isento de drogas antifiingicas a fim
de avaliar se a atividade inibitoria ¢ também fungicida. A representacdo esquemadtica do teste de
suscetibilidade in vitro para fungos ¢ mostrada na Figura 45. Todas as determinagdes de CIM e CFM

(concentragdo fungicida minima) foram feitas em triplicata.

200 pL epr . C+ C-
L 100 nL de antifungico A
antifungico ‘ £
Ii T TS TS T T T ﬂbﬂb@oﬂ' ¥
T & 64 0,125
ng/mL pg/mL
B o
C ' o D e .
D » » . » » . . . . » . ~ re
Figura 45. Representa¢io esquematica da
E e @ |/® ¢ @ fe|[®w e realizacdo do teste de suscetibilidade in
| & o/ oo ® ©|® o o o o vitro pelo método de microdiluicio em
G caldo.
DMSO
100 pL de RPMI
100 pl do agente antigingico + 100 pL do inéculo Controle do in6culo
Controle do agente antifiingico Controle do meio

3.2 Curvas de crescimento
As leveduras foram contadas em ciAmara de Neubauer € a densidade foi ajustada para 2,5 x10°

células/mL em meio RPMI. As células foram cultivadas na presenca das diferentes concentragdes das
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moléculas 14 e 3 (64, 32, 16 e 8 pg/mL), anfotericina B (16, 8 e 4 pg/mL) e fluconazol (4, 2 e 1
pg/mL) a 37 °C. Como controle, as células foram crescidas sem adi¢cdo das moléculas, ou adicionando
DMSO a uma concentragdo maxima de 0,5% (controle de crescimento do fungo). As medidas de
absorbancia (595 nm) foram obtidas com o uso de leitor de microplaca (BioTek EON™), apds 4 dias de
incubagdo. Para o ensaio de unidade formadora de colonia (UFC), as leveduras foram crescidas na
presenca das drogas por >100 h, sendo realizadas as coletas do indculo no ultimo dia de incubacao.
Para analise quantitativa foi realizada uma diluicdo 1:10. 50 pL foram plaqueados em agar YPD (no
volume de 25 pL) por 48 h de incubagdo a 37 °C. Adicionalmente, as células que foram incubadas até
110 h (na presenga e auséncia das moléculas), foram examinadas por microscopia Optica para observar
possiveis alteragdes morfologicas. A percentagem de alteragdes morfologicas em relagdo ao numero
total de células foi calculada para pelo menos 100 células. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

3.3 Ensaio enzimatico

Os estudos cinéticos foram realizados com a enzima tioredoxina redutase (Trrl) recombinante
de C. neoformans. Como substrato, foi utilizada a tioredoxina (Trx1) recombinante do mesmo fungo.
Para a determinacdo dos parametros cinéticos, os ensaios de atividade da enzima foram realizados
através de um ensaio colorimétrico que monitora sua atividade sobre os substratos, a Trx1 e o NADPH.
O ensaio baseia-se na redugdo do acido 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoéico) (DTNB) gerando o acido 5-tio-2-
nitrobenzodico (TNB), que produz uma coloragdo amarela medida a A4z am (Arnér € Holmgren, 2000).
As atividades especificas foram determinadas usando o coeficiente de extingdo molar de TNB liberado

durante a reagdo (13,600M "' cm™).

O experimento foi realizado a 25 °C em espectrofotdometro UV-1800 (Shimadzu). A reacdo foi
iniciada pela adi¢do da Trrl a 0,09 uM, o substrato Trx1 em concentracdes variadas de 0,25 a 15 uM e
NADPH 0,2 mM a uma solucdao contendo tampao de fosfato de potassio 100 mM pH 7,0; DTNB 3,0
mM, BSA 0,1 mg/mL e EDTA 1,0 mM para um volume final de 1 mL. O aumento da A4z foi
monitorado nos 300 sec iniciais. Os pardmetros cinéticos V. ¢ K, foram determinados a partir da
equacao de Michaelis-Menten (Equagao 8), tragando o grafico do duplo reciproco de Lineweaver-Burk
(inverso da velocidade inicial x inverso da concentracdo do substrato) e usando o programa GraphPad

Prism. Trés experimentos independentes foram realizados para cada concentrac¢do de Trx1.
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V = Viax [S] / K + [S] (Eq. 8)
Onde S ¢ a concentragdo de substrato em puM, V, ¢ a velocidade de reagdo inicial em (uUM.s)",
Vwir € a velocidade de reagdo maxima em (uM.s)”, e K,, é a constante de Michaelis-Menten ou a

concentracao de substrato para qual a enzima atinge a metade de V. WM.
O k. em ™', nimero de renovagdo (turnover number) foi calculado como:

kcal = thix/ [Et] (Eq 9)

Onde [E,] é a concentragdo de enzima inicial em uM. E a eficiéncia catalitica (EC) em (uM.s)™
foi calculada de acordo com a Eq. 10:

EC = ke/ Ko (Eq. 10)

3.3.1 Inibi¢do enzimatica da CnTrrl com os potenciais compostos antifungicos

Para confirmar se os compostos selecionados in vitro foram capazes de inibir especificamente a
enzima recombinante de C. neoformans, o ensaio de inibicao foi realizado em presenca e auséncia dos
inibidores. O ensaio de atividade da tioredoxina redutase foi realizado como descrito acima. Para a
adicao do substrato (CnTrx1) foram selecionadas 5 concentracdes 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 6,0 uM para a
molécula 14 e 3 concentracdes 1,0; 4,0 e 14,0 uM para a molécula 3. Na presenca de inibidor as
moléculas foram adicionadas nas concentra¢des de 32 (16 pg/mL, CIM), 65, 130 e 260 uM para a
molécula 14, 36, 72,5, 145 (64 pg/mL, CIM) e 290 uM para a molécula 3. Os valores de ICsg
(concentragdo do inibidor que exibe a metade do efeito inibitdrio maximo) para um determinado
inibidor competitivo e misto, foram calculados usando a equacdo de Cheng-Prusoff, (1973) Eq. 11 e
Eq. 12, respectivamente:
ICso =K; (1 +[S]/K.) (Eq. 11)
ICso=(Kn+ S)/(K./ K:+[S]/K) (Eq. 12)

onde [S] ¢ a concentragdo do substrato, usado no ensaio, ¢ K, ¢ a constante de Michaelis, do

substrato. Ja o valor de K;(constante de inibicdo dos compostos) foi definido a partir da equagao 13:
Koy aparente = K (1 + [ 1]/ K;), entdo

Ki= K [ 1]/ (K aparente — Kin) (Eq. 13)
onde [ I ] ¢ a concentragdo do inibidor em pM.
A porcentagem de inibigdo foi calculada pela equagdo 14:

% inibicio = 100 / 1+ (ICs/ [1]) (Eq. 14)
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3.4 Ensaio de citotoxicidade e ensaios in vivo

3.4.1 Animais

Para os testes de atividade citotoxica foram utilizados macrofagos murinos, coletados do
peritoneo de camundongos da linhagem BALB/c. No total foram utilizadas 3 fémeas dessa linhagem,

com idade de 6 a 12 semanas.

Para os ensaios in vivo, 16 machos de camundongos das linhagens C57bl6 foram sedados
com isoflurano e infectados pela via intranasal com 2x10* células de C. neoformans. Todos os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica do Uso Animal (CEUA) da Universidade de
Brasilia (UnB), e foram feitos em colaboragdo com a Profa. Dra. Anamelia Lorenzetti Bocca e a aluna
de doutorado Karina Simon. Os animais foram mantidos no biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas

da Universidade de Brasilia, com dgua e comida ad libitum.
3.4.2 Teste da atividade hemolitica

Para testar a capacidade hemolitica da molécula inibitéria (Mol 3), foi utilizada uma
suspensao de hemdacias humanas frescas, coletadas em um tubo Vacutainer® com EDTA, de doadores
saudéaveis, com os procedimentos de acordo com o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da Faculdade de Ciéncias da Satde da Universidade de Brasilia (UnB). As hemadcias foram
centrifugadas a 800 X g, por 5 min a temperatura ambiente, ¢ entdo lavadas com PBS até que o
sobrenadante, apds a centrifugacdo, se apresentasse transparente. Foram feitas, entdo, duas solugdes
com 3% de eritrdcitos, cujos veiculos eram PBS e 4gua destilada estéril, sendo utilizadas como controle

negativo e positivo de hemolise, respectivamente.

A molécula 3 foi utilizada em concentragdes de 512 pg/mL a 8 pg/mL, sempre geradas a
partir de diluicao seriada com fator 2, em tampao fosfato salino (PBS) estéril, em placas de 96 pocos.
Em cada pogo, foram utilizados 50 pL molécula na diluig¢do desejada, adicionados de 50 pL da
suspensao de hemacias em PBS. A placa foi mantida por uma hora em temperatura ambiente.

Apds o tempo de espera, a placa foi centrifugada a 800 x g por 5 min. O sobrenadante foi
recolhido cuidadosamente e transferido para outra placa de 96 pocos, de fundo chato, para ser lida em
uma leitora de microplacas no comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram obtidos a partir a
equacao 15:

% Hemélise = (DOs - DOy) / (DO1p0- DOy) x 100 (Eq. 15)
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sendo “DOs” a densidade Optica da amostra, “DO,¢” a densidade oOptica do controle
positivo para hemolise (hemacias diluidas em éagua) e “DO,” ¢ o controle negativo de hemdlise

(hemacias diluidas em PBS).
3.4.3 Teste da atividade citotéxica em macrdéfagos murinos

Nesse teste foram utilizados macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c, fémeas,
obtidos por meio de lavagem peritoneal com 10 mL de RPMI-1640. Para isso, os animais receberam
injegdes intraperitoneais de tioglicolato a 4% e permaneceram no biotério do Instituto de Ciéncias
Biologicas por 4 dias, com agua e alimento ad /ibitum. Como o experimento foi realizado pela aluna de

Doutorado Karina Simon, a metodologia completa ¢ encontrada no Anexo D.

3.4.4 Teste da capacidade microbicida in vivo

Para verificar a capacidade microbicida da molécula inibitoria para o C. neoformans in
vivo, uma coldnia da cepa H99, cultivada em Sabouraud dextrose agar (SDA), foi inoculada em meio
caldo Sabouraud dextrose (SD) e incubada a 30 °C, sob agitacdo por 24 h. Apds o periodo de
crescimento, a cultura foi centrifugada a 3000 X g, por 5 min e o seu sobrenadante descartado. O pellet
foi ressuspendido em PBS estéril. Essa lavagem foi repetida mais duas vezes. Apds descartar o
sobrenadante pela ultima vez, o pellet foi ressuspendido em PBS, as células contadas em camara de
Neubauer e o indculo ajustado para a concentragdo de 8 x10° cél/mL. Foram utilizados 25 uL desse
indculo em cada um dos animais.

Ap6s 7 dias de infec¢do iniciou-se o tratamento intranasal com a molécula. O procedimento
foi realizado a cada 4 dias, onde 20 pL. da molécula 3 a 128 pg/mL foram administrados em cada
animal. No 18° e no 28° dias de infec¢do os animais foram sedados (com 30 pL de solu¢do composta de
15 pL de cloridrato de cetamina a 10% e 15 pL decloridrato de xilazinan 2%) para recolhimento do
soro ¢ em seguida eutanasiados em camara de CO; para recolhimento de pulmdo e cérebro afim de
realizar-se a contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) e exame histopatologico desses
6rgdos. No primeiro, os orgdos foram colocados em tubos estéreis contendo esferas metélicas e
homogeneizados no Precellys em 3 ciclos a 4000 rpm por 15 segundos cada e 5 segundos de intervalo
entre os ciclos. Apds esse processo, S0 uL. do homogeneizado foram colocados em placas contendo
SDA, que foram incubadas a 30 °C por 48 h para a contagem de coldnias.

Para a verificagdo dos tecidos pulmonar e cerebral, o material foi armazenado em formol
tamponado e em seguida incluidos em parafina, cortados com espessura de 5 um, montados em laminas
de vidro e corados com hematoxilina e eosina. As laminas foram analisadas em microscopio de luz

comum para que fossem realizadas as descri¢des histopatoldgicas das pegas.
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3.5 Imunocitolocalizacio da proteina Tioredoxina redutase de C. neoformans

O processo de imunizagdo dos camundongos e producdo de anticorpos monoclonais avaliada e
titulada através do ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzyme-linked ImmunoSorbent Assay) de forma
indireta, foi feito pelos alunos de mestrado e doutorado o Lucas Vieira e a Fabiana Oliveira, seguindo o

protocolo descrito por (Hornbeck, 1991).

Localizacdo intracelular da proteina CnTrrl

A abordagem por imunofluorescéncia e microscopia confocal foi utilizada para realizar a
localizagao intracelular da proteina Trrl em células leveduriformes de C. neoformans. As células foram
cultivadas em meio YPD por 48 h a 30 °C a 200 rpm, entdo foram fixadas em solu¢do 1x pH 7 com
paraformaldeido 4%, depois foram lavadas e permeabilizadas em metanol a -20 °C e lavadas com PBS
1X. A densidade usada foi de 1 x 107 células/mL e apds contagem na cAmara de Neubauer, foi feita uma
diluigdo 1:1000 em PBS 1X com 10 pL do soro pré-imune do camundongo, solucao que foi adicionada
as células e incubada por 1 h com 1 pug/mL do anticorpo secundario anti-IgG de camundongo
conjugado ao fluoréforo Alexa Fluor® 488 (ThermoFisher Scientific), conforme instru¢cdes do
fabricante; ap6s lavagem e centrifugagdo as células foram ressuspendidas em uma gota do reagente de
montagem e manuten¢do da fluorescéncia ProLong Gold Antifade Mountant, sendo dispostas em
lamina com laminula para microscopia de fluorescéncia e incubadas a temperatura ambiente por 24 h,
quando foram seladas a imunofluorescéncia foi realizada no microscopio usando uma objetiva 63X e
100X com abertura numérica (NA) de 1.4, usando o software Zeis ZEN. Estes testes foram realizados

em colaboragdo com o Prof. André Nicola da Faculdade de Medicina da UnB.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Testes in vitro das drogas selecionadas

19 moléculas selecionadas previamente por varredura virtual: 2 moléculas chamadas de Top10
C. neoformans (CN); 5 moléculas chamadas Top5 especificas para CN; 3 moléculas chamadas de
Top10 contra P. lutzii (PL); 5 moléculas chamadas de TopS5 especificas para PL e 4 moléculas chamadas
de Top10 CN e Top10 PL (que atuariam para ambos os fungos), foram escolhidas para os testes in vitro.
Das 19 moléculas com as melhores energias de ligacdo predita para o modelo de Trrl de C. neformans,
somente 2 delas apresentaram atividade antifingica in vitro. Isso provavelmente em resposta a falta da

penetracdo na parede celular.

As duas que apresentaram inibigdo para o fungo C. neoformans (H99) foram: 1. mol_3
chamada de top 5 especifica para P. lutzii, que inibiu a 64 pg/mL (145 uM) (Figura 46A), ¢ 2. mol_14
considerada como top10 CN (selecionada por interagir com o modelo da Trrl no docking virtual com
C. neoformas), que inibiu até o terceiro poco com 16 pg/mL (32,5 uM) (Figura 46B). Esta reducao de
crescimento demonstra também que as moléculas selecionadas apresentaram um comportamento

fungistatico e fungicida nas curvas de crescimento, respectivamente.
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Figura 46. Avaliacio da atividade antifiingica in vitro das moléculas contra o fungo patogénico C.
neoformas (H99). (A) Microdilui¢do em caldo para determinagdo visual da CIM, definido como a maior
dilui¢do em que ndo houve crescimento de levedura. Inibi¢do de crescimento de C. neoformans em 64 ng/mL
com a molécula 3, linha E e F (duplicata); linha G e H: crescimento do fungo em DMSO. C+: controle positivo e
C-: controle negativo. A direita, Concentragdo Fungicida Minima (CFM), Placas incubadas a 37 °C por 48 h em
meio de cultura BHI. A figura abaixo mostra a curva de crescimento da cepa H99 incubada a 37 °C por 110 h em
auséncia e presenga de molécula 3. Controle: H99 no meio sem molécula. (B) CIM da molécula 14. Inibigdo de
crescimento de C. neoformans em 16 pg/mL, linha C e D (duplicata); linha G ¢ H: DMSO. A direita CFM. A
figura abaixo mostra curva de crescimento da cepa H99 incubada a 37 °C por 110 h em auséncia e presenga de
molécula 14. Comprimento de onda de 595nm com agitagdo. 64, 32, 16 ¢ 8 ug/mL indicam a concentracdo da
molécula

A anfotericina B e o fluconazol, drogas de referéncia, alcangcaram os menores valores de CIM,

0,5 pg/mL e 8 pg/mL, respectivamente, sendo capazes de inibir o crescimento do fungo C. neoformas

(H99) in vitro (Figura 47).
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C.Figura 47. Avaliacio da atividade antifingica in vitro do fluconazol e a anfotericina B no fungo
patogénico C. neoformas (H99). (A) Placa de diluigdo seriada com o fluconazol (640,125 pg/mL) (esquerda) e
CFM (direita). (B) Placa de diluicdo seriada com a anfotericina B (16—0,031 pg/mL) (esquerda) e CFM (direita).
(C) Curva de crescimento da cepa H99 incubada a 37 °C por 110 h em auséncia ¢ presenga das drogas
antifungicas convencionais.

A leitura espectrofotométrica de testes de microdiluicdo com a molécula 14 proporcionou uma
medida objetiva do crescimento fungico. O resultado desse experimento permitiu observar que nas
concentracdes 32 e 16 pg/mL, existe uma inibicdo de crescimento da cepa H99 até aproximadamente
48 h de incubacdo, depois desse tempo o fungo ¢ capaz de crescer, demostrando o efeito fungistatico
dessa molécula; ao invés, a molécula 3 provocou morte da célula fingica (efeito fungicida) na
concentracdo de inibicao a 64 pg/mL.

A partir de esses resultados e tendo duas moléculas inibidoras para a cepa padrao (valores de
CIM em puM de 145 (Mol _3) e 32,5 (Mol 14), foram testadas adicionalmente 5 cepas clinicas de C.
neoformans isoladas de pacientes (Crll15 PEC/CFP, Cnl119 PEC/CFP, Cn160 PEC/CFP, Cnl91
PEC/CFP, Cn223 PEC/CFP), com as 2 moléculas com potencial antifiungico, que afetaram o
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crescimento da cepa H99. As cepas foram disponibilizadas pela Dra. Profa. Patricia Albuquerque e o

Dr. Prof. André Nicola, professores da Universidade de Brasilia (UnB). Como observado na Tabela 12

(CIM *pg/mL) as duas moléculas testadas apresentaram atividade antifingica contra as cinco cepas

clinicas, as quais foram afetadas com um CIM mais baixo para a Mol 14, assim, as moléculas inibiram

em baixas concentragdes os isolados clinicos de C. neoformans (8 pg/mL) em comparagdo com o CIM

apresentado para a cepa H99 do mesmo fungo (16 pg/mL). Como esperado as drogas de referéncia

foram ativas contra as cepas clinicas de C. neoformans.

Tabela 12. Atividade antifungica in vitro das moléculas selecionadas pela varredura virtual

Molécula / droga Microrganismo (Cepa H99
referéncia e Cepas clinicas de C. neoformas) CIM- pg/mL
H99 64
Cnll5 -
Molécula 3 Cnll19 32
Cnl60 64
Cnl91 -
Cn223 64
H99 16
Cnll5 16
Molécula 14 Cnl19 8
Cnl60 16
Cnl91 8
Cn223 8
H99 8
Cnll5 8
Fluconazol Cnl19 4
Cnl60 8
Cnl91 4
Cn223 4
H99 0,5
Cnll5 4
Cnl19 0,25
Anfotericina B
Cnl60 2
Cnl91 2
Cn223 2

Embora tenham sido relatados isolados com susceptibilidade diminuida a anfo B, o padrao de

susceptibilidade das cepas de C. neoformans ¢é bastante previsivel, produzindo valores de CIM em uma
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faixa entre 0,12 a 0,5 pg/mL (NCCLS, 2008; Moares et al., 2003). Ja para o fluconazol, os pontos de
corte relevantes para Cryptococcus sao: CIM < 8 pug/mL susceptiveis, 16 a 32 ug/mL como susceptiveis

dose-dependentes e CIM > 64 png/mL como resistentes (Lee et al., 2012).

4.2 Avaliacao da inibicio de UFC (Unidade Formadora de Colonias)

Conforme a leitura visual e obtencdo de CIM, foram avaliadas 2 concentragdes para as moléculas
inibitorias (64 e 32 pug/mL) e a concentragdo para a anfotericina B (2 pg/mL), para avaliar a contagem
de UFC em C. neoformans (H99). Ap6s incubacao por 110 h e posterior plaqueamento em adgar YPD a
37 °C / 2 dias, o nimero de células vidveis nas suspensdes celulares tratadas e ndo tratadas foi

determinado através da contagem do numero de unidades formadoras de colonias (UFC)/mL (Figura

48).
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As concentracdes testadas foram 64 e 32 pg/mL para a molécula 3, resultando em inibigdo de
89% e 57%, respectivamente, das UFC da cepa H99. Ja para a molécula 14 observou-se uma menor
reducdo de UFC, assim, 64 pg/mL inibiram 55% das UFC de C. neoformans, enquanto que com 32
pug/mL do composto o porcentual de células vaiaveis nao foi diferente do controle ndo tratado. A agdo
antifingica de apenas 2 pg/mL de anfotericina B resultou em inibi¢do de 96% UFC, corroborando que

os agentes antifiingicos polienos sao fungicidas (Pfaller et al., 2004).

4.3 Efeito das moléculas inibitorias na morfologia das células de C. neoformans.

As leveduras sdo fungos unicelulares, morfologicamente sdo ovaladas (C. neoformans), ou
redondas (s. cerevisiae), entre outras. A gemacao de novas células ocorre pela formacdo de pequenas
protuberancias na superficie da célula que, depois de se desenvolverem, se desprendem da célula mae.

O padrao morfologico do fungo tem sido descrito como caracteristico por diversos autores: apresenta
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uma célula central, com presenca de um nucleo, circundada por uma capsula espessa (polissacaridica)
que geralmente ndo se cora pela hematoxilina e eosina (HE) (Okagaki et al, 2010; McFadden et al.,
20006). Essas caracteristicas permitiram definir critérios para avaliar alteragdes apos o tratamento com

as moléculas inibitorias.

Para avaliar o efeito das moléculas inibitorias na morfologia das células de levedura de C.
neoformasns 100 células de cada tratamento incubadas 110 horas a 37 °C foram observadas e aquelas
que apresentavam alteragdes foram quantificadas. Inicialmente na Figura 49A, a percentagem de
alteracdes morfologicas em relacdo ao numero total de células nas diferentes concentragdes usadas,
indicam que as mudangas sdo dose-dependentes. Observou-se que as leveduras tratadas com altas
concentragdes da molécula inibitoria tém defeitos de citocinese mais evidentes. Na concentragdo de
inibi¢do de 32 pg/mL para a molécula 14 as leveduras tratadas apresentam-se grumadas, com nimero
aumentado de células com 4 ou mais brotos presos (~17%) quando comparadas com as células nao
tratadas (0%) e com concentracdes mais baixas (8 pg/mL) (1%). Na concentragdo de 32 pug/mL foi
também observado que o nimero de células normais (1-2 células) diminuiu em relagdo com as células
controle que se dividiram normalmente. Quando as células sdo tratadas com a molécula 3 na mais alta
concentracao, ~12% de células filhas permaneceram presas a célula mae formando grumos recorrentes
de 3 em 3 células e novamente as células tratadas nessa concentracdo tiveram uma reducao

significativa de leveduras em relacdo com as células ndo tratadas.

A microscopia DIC demonstrou que a maioria das células permanece presa apos o tratamento
com ambas as moléculas. Variagdes na quantidade de brotamentos foram observadas com a adigdo das
moléculas. Os resultados sugerem que o tratamento causa alteracdes morfologicas devido aos defeitos
de replicacdo celular. Provavelmente estdo sendo gerados danos celulares que desencadearam defeitos
no ciclo celular. Adicionalmente, nas observagdes microscopicas foi detectado aspecto vacuolizado e
um tamanho celular aumentando, sendo que no interior de algumas células foi possivel observar

material granular, por vezes arredondado (Figura 49B).
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Figura 49. Efeito das moléculas na replicacdo de C. neoformans. (A) Contagem do niimero de células
fungicas de acordo com o efeito causado pelas diferentes concentragdes das moléculas avaliadas ap6s 110 h de
incubagdo a 37 °C. Diferenca significativa entre as concentragdes das moléculas em 100 células. (ANOVA (p <
0,05); pos teste de Tukey). (B) Observacao morfoldgica das células fungicas apds tratamento com as moléculas
inibitorias. Controle: 0 pg, células ndo tratadas. Molécula 14 (direita) e Molécula 3 (esquerda). 1-2 cels: células
apresentam uma divisdo normal, 3 ou >4 cels: células grumadas com defeito para se dividir normalmente.

Estudos recentes nas mudangas morfologicas apos o tratamento de leveduras hapldides com
agentes antifungicos que perturbam trés conhecidos alvos- a biossintese do ergosterol, acido nucleico e
vias de biossintese da parede celular, revelaram que as células tratadas com fluconazol (FCZ),
flucitosina (FCS), equinocandina (ECB), micafungina (MCF), entre outros, apresentaram um fenotipo
morfologico aberrante. A nistatina, um agente de ligagdo ao ergosterol, ndo foi avaliada por causar lise
nas células. Os resultados também indicaram dose-dependéncia, sugerindo que mudangas morfologicas
se tornam progressivamente mais evidentes no aumento da concentragao dos antifungicos (Gebre et al.,
2015). As principais mudangas observadas foram: células redondas, nucleos grandes, células mae

grandes, brotamentos longos e estreitos, células mae grandes com brotamentos pequenos, etc.

Outro estudo, demostrou que o itraconazol teve um menor efeito na morfologia celular quando a

proliferagdo celular foi avaliada as 24, 48 e 72 h apds aplicacdo da droga na célula fingica comparado
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com natamicina e miconazol. Em baixas concentra¢cdes, natamicina e miconazol induziram
arredondamento celular, encolhimento das células e inibi¢ao da proliferagdo celular. Adicionalmente, o
DMSO teve efeitos minimos sobre a morfologia e proliferagdo celular, mesmo em altas concentracdes
(60, 6 ng/mL) (Mathes et al., 2010). O mesmo resultado foi observado no nosso estudo, onde o DMSO

(1%) ndo alterou a morfologia das células fungicas (dados ndo mostrados).

A analise de microscopia eletronica de varredura em espécies de C. neoformans identificou que
na presenca de 128 pg/mL de fisetina, um flavonoide com atividades antioxidantes e anti-inflamatorias,
as células mudam a sua morfologia normal originando células globulares com uma superficie
relativamente lisa, exceto por pequenas protrusdes raras e grandes granulos ao redor. Segundo Reis e
cols., a fisetina poderia estar inibindo o teor de ergosterol das células de C. neoformans, afeta a
viabilidade e o metabolismo, e leva a alteracdes morfologias (Reis et al.,, 2016). Embora nosso estudo
nao tenha avaliado em detalhe essas mudancas morfologicas (destrui¢do de organelas no citoplasma e
morfologia alterada da membrana celular) e seja dificil explicar o mecanismo destes compostos na
morfogénese das células fungicas relacionada a inibigdo de crescimento, Reis e cols., mostraram que
essas caracteristicas morfologicas que experimentam as células com a adi¢ao de alguns compostos, sao
devidas a problemas do metabolismo normal nas células fungicas, que no caso dos inibidores de
CnTrrl poderiam ser explicados por acimulo de danos oxidativos, devido a inibi¢do deste importante

complexo enzimatico.

4.4 Ensaio de inibicio enzimatica

Ensaios de atividade enzimatica preliminares foram necessarios para determinar o melhor
intervalo de concentragdo e tempo de cinética a serem utilizados para cada concentragdo de substrato
durante a rea¢do de catalise. Os estudos cinéticos da enzima Trrl recombinante de C. neoformans

foram realizados com o substrato Trx1 recombinante do mesmo organismo.

Os parametros cinéticos foram determinados variando a concentragao de Trx1 de 0,25 uM até
15 uM (Figura 50), tracando o grafico duplo-reciproco de Lineweaver-Burk. A curva de atividade da
enzima foi monitorada pela formacao de TNB, para diferentes concentragdes do substrato. Os valores
de K, € Vi foram 1,344 + 0,1977 uM, e 0,003697 £+ 0,0001 puM/s, respectivamente. A velocidade de
reacao aumentou gradualmente a medida que a concentragdo de substrato aumentava, mostrando assim
a capacidade de Trrl em reduzir Trx1. Esses ensaios possibilitaram avaliar a atividade enzimatica desta

proteina alvo.
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Figura 50. Determinagao de K,, e V... de CnTrrl utilizando o substrato CnTrx1. (A) Medida de redugdo de
tioredoxina a 412nm a temperatura ambiente. Reagdo iniciada com a adi¢ao de Trrl 0,09 uM. Curva de
Michaelis-Menten para determinar K, € V. para o substrato Trx1. A curva foi ajustada usando regressao nao-
linear. (B) Duplo-reciproco Lineweaver-Burk. O K,, ¢ a concentracdo do substrato uM, na qual a velocidade
inicial da reagdo ¢ metade da velocidade méxima. K,,= 1,34 uM, V,..= 0,0036 uM/s.

A eficiéncia catalitica de CnTrrl foi determinada pelos aparentes parametros cinéticos Ke./K, =
29,8 x 10° M's !, que sugere uma eficiéncia catalitica, que é consistente e proxima daquelas relatadas
para outras tioredoxinas redutases (Godoy et al., 2016; Bauer et al., 2003; Kanzok et al., 2000).
Oliveira e cols., mostraram que a Trrl de S. cerevisiae presenta afinidade pelas Trx1 e Trx2 da mesma
espécie, a eficiéncia catalitica esteve na ordem de 7,3+ 1,5 x 10" e 3,4+ 1,2x 10’ M's"". No entanto a
enzima ndo consegui reduzir a Trx de E. coli e a Trx] humana. Dessa forma a ScTrrl apresentou
atividade redutase espécie-especifica, ou seja, s6 reduz tioredoxinas de levedura (Oliveira et al., 2010).
Outro estudo similar demostrou que com os ensaios de atividade enzimatica Trrl e Trr2 podem reduzir
a Trx3 mitocondrial de S. cerevisae, embora elas estejam localizadas em diferentes compartimentos

sub-celulares.

Para verificar se as moléculas inibitdrias sdo capazes de inibir especificamente a proteina
recombinante Trrl de C. neoformans, ensaios de inibi¢do foram realizados usando CnTrxl nas
concentragdes 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 6.0 uM para Mol 14, e para a Mol 3 foram selecionadas 3
concentragdes 1,0; 4,0 e 14,0 uM. Os inibidores foram avaliados nas concentragdes 16 (CIM,
molécula 14 =32,5 uM), 32, 64 (CIM, molécula 3 = 145 uM) e 128 pg/mL. Os estudos realizados em
triplicata confirmaram a inibi¢do de Trrl pelo composto. O método experimental consistiu em medir a
velocidade de reacdo na auséncia e presenca de diferentes concentragdes de inibidor, com variagdo das
concentragdes de substrato. Para realizagao dos ensaios de inibigao utilizou-se o método de linearizacao

de Lineweaver-Burk. (Figura 51).
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Figura 51. Representacao grafica de Michaelis-Menten e Lineweaver-Burk mostrando o perfil de inibicao
da enzima tioredoxina redutase recombinante pelos compostos (A) 14 e (B) 3. O grafico de regressao linear ¢
expresso como 1/Vo versus 1/ [Trx1] (WM) na presenga e auséncia de inibidor pM.

O resultado obtido na inibig¢do da tioredoxina redutase pela molécula 14 apresentou um perfil de
inibi¢do com tendéncia competitiva. A informacdo obtida permite estabelecer que este composto
provavelmente compete com o subtrato pelo sitio ativo da enzima. No estudo de cinética enzimatica
para esse composto foi verificado que o valor de V.. ndo varia, enquanto que o valor de K,, aumenta.
Ja para a molécula 3 o perfil de inibi¢do sugere a presenca de um inibidor misto, ou seja inibidores que
podem se ligar tanto a enzima livre como ao complexo enzima-substrato. Nesse caso, o inibidor se liga
a um local diferente do local ativo para causar uma mudanca conformacional na estrutura enzimatica,
reduzindo a afinidade do substrato. Na inibi¢cao mista, o V.. aparente muda, porque o inibidor ¢ capaz

de evitar a catalise, independentemente do substrato estar ligado a enzima (Tabela 13).
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Tabela 13. Parametros cinéticos de inibi¢ao da tioredoxina reductase pelas moléculas.

-1/Kn (pM) 1/V max (WM/s) R’
pg/mL Mol 14 Mol 3 Mol 14 Mol 3 Mol 14 Mol 3
0 1,968 = 1,480 | 0,0028 | 0,0053 0,98 0,96
16 1,743 | 1,173 | 0,0027 0,0036 0,95 0,96
32 1,018 = 1,113 | 0,0026 | 0,0032 | 0,93 0,93
64 0,727 0,959 | 0,0025 | 0,0027 | 0,90 0,93
128 0,512 0,951 | 0,0023 | 0,0021 = 0,90 0,89

Os valores de K; e ICsy sdo frequentemente usados para comparar a poténcia relativa dos
inibidores. Para K;, valores menores indicam uma liga¢do forte do inibidor pela enzima. Do mesmo
modo, valores baixos de ICsy sugerem melhor inibi¢ao. Assim, os valores da constante de inibigdo (K;:
afinidade de ligag¢@o do inibidor) foram: 36,9 uM para a molécula 14 e 106,7 uM para a molécula 3. Os
valores de ICso (concentracdo de substrato para que haja 50% de inibicdo da atividade da enzima),
considerando uma concentragdo de 1 pM do substrato CnTrx1, foram: 67,8 uM para a inibigao
competitiva (Mol _14), e 110,8 uM assumindo uma inibi¢ao mista (Mol 3). A porcentagem de inibi¢ao
da CnTrrl com a molécula 14 (32,5 e 260 uM de substrato) foi de 33% e 80%, respectivamente,
enquanto que a porcentagem de inibi¢do da CrnTrrl pela molécula 3 (36 e 290 uM) foi de 25% e 73%,
respectivamente.

A partir desses resultados foi possivel identificar uma maior afinidade da molécula 14 que, com
uma concentragdo de 16pg/mL de inibidor consegue inibir melhor a enzima. Como os valores ICsg
calculados comparaveis estdo na faixa microomolar, ¢ sugerido que uma das principais limitagdes
destes compostos ¢ a sua fraca solubilidade em agua o que poderia dificultar a biodisponibilidade do
composto in vitro, que resulta em um inibidor ligeiramente mais fraco em Trrl quando comparado com
outros compostos soluveis (inibidores de 4sTrxR) com ICsy na faixa nanomolar, sendo mais eficientes
contra a TrxR citosélica do que a TxR2 mitocondrial (Gandin e Fernandes, 2015).

Ensaios de inibicdo da atividade da TrxR do protozoario P. falciparum com inibidores
especificos, mostraram trés promissores inibidores, sendo que o inibidor mais potente apresentou ICsy =
0,5 uM. Além disso a inibicdo de PfTrxR foi encontrada por ser ndo competitiva com respeito a ambos
os substratos Trx e NADPH (Andricopulo et al., 2006). Na atualidade somente existe um estudo que
demonstra a atividade de potenciais inibidores da Trrl em fungos patogénicos (P. lutzii). Os autores
mostraram que embora essas concentracdes de inibicdo sejam elevadas (19 e 260 uM), as moléculas
inibiram diretamente o alvo Trrl, porem valores de K;, ICso ou % de inibi¢cdo ndo foram reportados

(Abadio et al., 2015).
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Varios estudos tem relatado que a maioria dos inibidores enzimaticos de Trr, TryR ou GR, se
ligam na proximidade do sitio ativo (Cys), com valores aparentes de K; entre 0,1-64 uM (Saccoccia et
al., 2014). Como exemplo o 3,4-dihidroquinazolina inibidor da Tripanotione redutase (TryR) de T.
brucei, que gera um pequeno bolso de ligacao no local ativo, exposto ao solvente (ICso de 6,8 € 67 uM).
Adicionalmente um screening de andlogos comerciais demonstrou uma poténcia melhorada com
respeito as modificagdes estruturais do composto onde foram encontrados valores ICso = 1 puM
(Patterson et al., 2011). A maior afinidade desses compostos derivados de modificagdes estruturais
aumentam as chances para o desenvolvimento de um composto /ead para o tratamento antifingico. Da
mesma forma, no nosso grupo serdo realizadas modificacdes na estrutura quimica das 2 moléculas
inibidoras apresentadas neste estudo, visando um aumento da eficiéncia antifungica contra C.

neoformans com o intuito de gerar compostos mais eficientes para o tratamento de infecgdes fungicas.

Os ensaios cinéticos preliminares e as poses de ligacdo dos compostos avaliadas in silico,
contribuem para uma melhor interpretacdo, de forma a entender em qual sitio de ligagdo o composto
tem mais afinidade. Segundo os dados das Tabelas 9 e 10 do capitulo I, as duas moléculas apresentaram
maior afinidade de ligacdo onde o cofator FAD se liga na conformag¢do FO. J4 na conformacao FR da
enzima, ambos os compostos tem afinidade pelo sitio que ocupa o substrato e se ligam perto do sitio
ativo, porém continuam tendo preferéncia pelo sitio que ocupa o NADPH, quando o docking ¢ avaliado
com a presenca do cofator FAD. No entanto, esse mecanismo nao comprova de forma direta a ligagao,
j& que varias poses foram observadas em ambos compostos. Por isso, estudos cristalograficos destes
inibidores co-cristalizados com a CrTrrl serdo realizados a modo de verificar os tipos de ligagdes ¢ os

sitios favoraveis das moléculas testadas.

4.5 Citotoxicidade

Além dos efeitos do composto alvo, a determinacdo da toxicidade ¢ importante antes de
considerar um composto como uma droga potencial. No caso das moléculas 14 e 3, ndo ha evidéncia

sobre a toxicidade a curto ou longo prazo destes compostos.

Os resultados demostraram um grau de hemolise (8- 512 pg/mL) abaixo de 25% (Figura 52). A
auséncia da atividade hemolitica em eritrocitos sugere que a citotoxicidade da molécula em estudo nao
esta relacionada ao dano da membrana. Os efeitos hemoliticos de drogas em eritrocitos humanos t€ém
mostrado que as drogas i0nicas apresentam diferencas caracteristicas nas atividades hemoliticas. Os

farmacos catidnicos produzem uma lise severa, enquanto que os farmacos anionicos causam hemolise
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em uma concentragdo mais elevada do que os cationicos (Aki e Yamamoto, 1991). Takahashi e cols.,
(2013), demostraram que com a anfotericina B em diferentes concentra¢des (7,81-500 pg/mL), hd um

indice de hemolise de ~80% para as concentragdes acima de 62,5 ug/mL.

100+

751 -+ Hemodlise Figura 52. Citotoxicidade da molécula 3
= Citotoxicidade por método in vitro. Detecgdo de hemolise
em eritrécitos humanos e percentual de

células mortas dos macréfagos murinos
25,4 estimulados pela molécula inibitéria.

8 16 32 64 128 256 512

Porcetagem

Mélécula 3 (ng/mL)

Além do teste de atividade hemolitica, a molécula foi testada quanto ao seu potencial citotoxico
para macrdofagos peritoneais de camundongos, coletados 72 h apds a injecdo intraperitoneal de
tioglicolato a 4%, e mantidas em estufa umida a 37 °C. Essas células foram utilizadas para o
experimento 24 h apos serem coletadas. No teste de citotoxicidade, as células foram estimuladas com
concentragdes da molécula 3 que variaram de 18 >1000 uM (Figura 52). A molécula 3 ndo apresentou
citotoxicidade até 580 uM (256 pg/mL), um indicativo de auséncia de morte celular.

Foi observado um percentual abaixo de 20% de citotoxicidade para a maioria das concentragdes
avaliadas, indicando que o composto 3 ¢ uma molécula promissora para o desenvolvimento de novas
drogas antifungicas. Resultado semelhante foi encontrado por nosso grupo de pesquisa onde foi
verificado o efeito toxico de trés compostos selecionados por virtual screening contra o alvo Trrl de P.
lutzii. Os macréfagos J774 mostraram mais de 80% de viabilidade nas concentracdes inferiores de 260,
77 e 269 uM para 3 compostos F08, F18 e F33, respectivamente, sendo esses ultimos dois os que

apresentaram menor citotoxicidade (Abadio et al., 2015).

4.6 Ensaios in vivo

Para verificar a capacidade antifingica da molécula 3 para o C. neoformans in vivo,
camundongos da linhagem C57bl6 foram infetados intranasalmente. Apo6s 7 dias de infec¢do iniciou-se
com o tratamento da molécula 3 (~ 0,1 mg/Kg) a cada 4 dias por via intranasal. A Figura 53, representa
a carga fungica que foi medida pela contagem de UFC do fungo no pulmao e no cérebro apds 18 e 28
dias de infe¢do. Os 6rgdos foram pesados apds extracdo para normalizacdo dos dados de UFC/mg de

tecido.
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Figura 53. Logaritmo do nimero de UFC/mg encontrado (A) no cérebro e (B) no pulmio dos
camundongos infectados via intranasal com a cepa H99, ¢ pertencentes aos grupos ndo-tratado (NT) e tratado
(Mol _3), sacrificados respectivamente com 18 ¢ 28 dias de infecg¢do. Cada ponto representa um animal e a barra
indica a média da carga fungica para aquele grupo. Teste estatistico Anova-Tukeys.

Na Figura S53A, o resultado das médias da contagem das colonias de C. neoformans
provenientes do cérebro dos animais do grupo tratado e nao tratado, mostrou que nao foram observadas
UFC no sistema nervoso central no 18° dias apds infe¢do, enquanto que com 28° dias ja ¢ observado o
aumento no nimero de UFC no grupo ndo tratado. O aumento no numero de UFC desse grupo nao foi
estatisticamente significativo quando comparado com o tratamento da molécula 3, de modo que nesse
periodo a molécula ndo inibiu o crescimento da levedura. Na Figura 53B, ¢ apresentado o nimero de
UFC do pulmao dos animais tratados e ndo tratados, a diferenga da figura A, pode se verificar que com
18 dias de infegdo ja ha um nimero elevado de UFC nos pulmdes dos animais ndo tratados, porém,
também foi observado nos animais tratados com a molécula inibitéria. Com 28 dias de infecdo a
molécula ndo conseguiu inibir o crescimento do fungo nos pulmdes. No grupo controle, aparentemente,
a auséncia de UFC observada no dia 28° se deve a que os animais nao foram susceptiveis a infecao.

Virias observacgdes poderiam explicar porque o tratamento com a molécula nao reduz a carga
fingica nos tecidos. A possibilidade de degradagdao do composto, pode ser considerada, uma vez que o
bioensaio nao revelou a atividade biologica do antifingico no cérebro nem no pulmao. A falta de
eficacia e menor atividade do composto poderia ser devida ao surgimento de resisténcia do fungo, no
tempo de espera para o tratamento e a baixa concentragdo aplicada intranasalmente. Provavelmente, se
houve-se uma maior frequéncia da dose da molécula os animais poderiam exibir uma infec¢do menor
em relagdo ao grupo controle. Segundo Larsen e cols. (2003), ndo se sabe se as concentragdes de

drogas utilizadas in vitro correspondem aquelas necessarias para tratamento murino.
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Os resultados de citotoxicidade e atividade in vivo para a molécula 14 foram realizados pela
Profa. Dra. Erika Seki Kioshima, da Universidade Estadual de Maringd, e encontram se no ANEXO E,

desta tese.

4.7 Imunocitolocalizacio da proteina Tioredoxina redutase em C. neoformans

Com base nos relatos encontrados na literatura de localizagdo da proteina Trrl na superficie
celular de varios patdgenos, direcionamos o trabalho na localizacao celular da Trrl em C. neoformans.
Neste sentido, foram executados experimentos para determinar a citolocalizagdo desta proteina através

da colaboracao e supervisdo do Prof. Dr. André Nicola.

A citolocalizacdo mostrou que os anticorpos policlonais antiTrrl, produzidos a partir da
imunizagdo de camundongos, foram capazes de reconhecer a estrutura da proteina em células
leveduriformes de C. neoformans. A partir de imagens de microscopia de contraste de interferéncia
diferencial (DIC) foi possivel identificar a presenca de células integras em primeiro plano e
brotamentos em segundo plano (Figura 54). Essas mesmas imagens, ao serem analisadas por
microscopia de fluorescéncia (MF) demostraram a existéncia de um padrdo de fluorescéncia
compativel com a literatura, com a apresentagdo da proteina Trrl de maneira mais evidente na
superficie da célula. As marcagdes intracelulares das células visualizadas mostram que ¢ necessario
realizar uma co-localizagdo com marcadores organelares para conhecer especificamente essa posi¢ao

intracelular.

Cryptococcus neoformans

Figura 54. Imunolocalizacio de Trrl em levedura de C. neoformans. A levedura fungica foi incubada com
soro de camundongos imunizados com Trrl recombinante. Apés a incubagdo com soro, as células foram
incubadas com anticorpo secundario conjugado a Alexa Fluor 488 para coleta de imagens por epifluorescéncia
seguida de deconvolucdo (CrTrrl - a esquerda no painel) ou contraste por interferéncia diferencial (DIC - a
direita). As barras de escala correspondem a 10 micrémetros.
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Trrl € conhecida por ser uma proteina citosolica, no entanto, Missall e cols, através da fusdo da
proteina verde fluoerescente (GFP) a regido 3’ do gene da tioredoxina redutase, mostraram a
localizagdo e expressao desta enzima na linhagem H99 de C. neoformans. As células tipo selvagem que
ndo expressam GFP mostraram um ligeiro anel de autofluorescéncia ao redor da superficie celular.
Durante o crescimento logaritmico em meio rico, Trrl esta localizada ao longo da célula, mostrando
preferéncia pela mitocondria, mas também ¢€ vista no citoplasma. No brotamento das células, Trrl ¢
geralmente localizada na célula mae, mas € vista nas mitocondrias em ambas as células mae e filhas.
Segundo estes autores, como C. neoformans ao contrario de S. cerevisiae, ndo codifica para um sistema
tioredoxina mitocondrial separada, parece que a uUnica enzima tioredoxina redutase funciona para
ambas as formas citoplasmatica e mitocondrial (Missall e Lodge, 2005). Sendo assim, a fungdo das
proteinas pode variar como consequéncia da alteracdo na sua localizagdo celular, no estado

organizacional ou na concentragao da célula de um ligante, substrato, cofator ou produto.
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5. CONCLUSOES CAPITULO II

2 moléculas selecionadas da varredura virtual apresentaram atividade antifingica contra C.
neoformans. Os valores de CIM para as moléculas 14 e 3 foram, 16 e 64 nug/mL,
respectivamente.

Na concentragdo de 32 ng/mL as moléculas 3 e 14 afetam a citocinese.

As moléculas inibitdrias, 3 e 14, inibem a proteina recombinante CnTrrl.

Nao foi observada atividade hemolitica ou potencial citotoxico da molécula 3 nos testes in vitro.
Com 28° dias de infe¢do a molécula 3 ndo conseguiu inibir o crescimento do fungo nos

pulmdes ou cérebro dos camundongos infectados, isso devido provavelmente 4 concentracao de

droga administrada.

O experimento da citolocalizagdo mostrou que a proteina Trrl é encontrada de maneira mais

evidente na superficie da célula fungica.
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CAPITULO III

Estudos funcionais da tioredoxina redutase, um gene

essencial no fungo patogénico C. neoformans
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1. OBJETIVOS

1. 1 Objetivo geral
Gerar informagdes basicas sobre o papel do CnTRRI na manutencdo da viabilidade celular no

fungo patogénico C. neoformans.

1.2 Objetivos especificos
a) Substitui¢do do promotor nativo pelo promotor regulado por cobre (Pcrrs2) para modulacdo da

expressao de TRR1 em C. neoformans.

b) Caraterizacdo dos fenotipos (viabilidade celular e resisténcia ao estresse oxidativo) do mutante
condicional para TRRI, bem como os fendtipos associados a inibicdo de TRRI pelas drogas inibidoras

selecionadas.

¢) Construgdo de 777/ fundida com a proteina fluorescente mCherry para citolocalizacao.
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2. FUNCIONALIDADE DO GENE ESSENCIAL 7TRR1 EM FUNGO C.
NEOFORMANS

No capitulo III, estd apresentado o estudo funcional do gene TRRI de C. neoformans. Os genes
"essenciais" ndo podem ser deletados ou mutados sem causar inviabilidade ao organismo, embora esta
defini¢do depende das condigdes de crescimento (Ianiri e Idnurm, 2015). Em C. neoformans a delegao
de TRRI resulta na perda de viabilidade, enquanto que, mutantes t7x/ apresentam um defeito grave de
crescimento e sdo sensiveis ao estresse oxidativo (Missall e Lodge, 2005; Upadhya et al., 2013). A
natureza essencial de TRRI em C. neoformans, foi demonstrada por dois estudos experimentais que
incluem, o uso de promotores condicionais e analise do fendtipo sob condigdes repressivas ou
induziveis (Missall e Lodge, 2005) e mais recentemente através de abordagens genéticas diretas e
reversas, usando uma cepa diploide manipulada e segregacdo genética apds meiose (laniri e Idnurm,

2015).

Sendo assim, a estratégia usada neste trabalho foi baseada na identificagdo do gene TRRI e
substituicdo do promotor enddégeno deste gene por um promotor induzivel modulado por cobre, para
regular a expressdo em C. neoformans. Apos a construgdo deste cassete, Pcrrso::Prre;, foram
selecionadas as linhagens apos transformacgdo genética de H99 e foram caracterizados os fenotipos
pelos testes de viabilidade celular. Os dados demostraram que 77/ participa da regulacao de alguns dos
fenotipos de viruléncia, e da resisténcia a varios estressores. Adicionalmente o tratamento de C.
neoformans com as drogas antifingicas comercialmente disponiveis e, com os compostos inibitdrios
identificados pela varredura virtual, mostraram ligeiras diferengas na atividade inibitoria quando a
expressao de TRRI foi suprimida. Assim, os resultados preliminares de 7RRI/ demonstram a
essencialidade deste gene no crescimento in vitro, que confirmam Trrl como uma enzima alvo

potencial para pequisa de novos farmacos contra o fungo patogénico C. neoformans.
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3. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas linhagens tipo selvagem de C. neoformans variedade grubii H99 (CNA3)
sorotipo A. Para a replicacdo dos plasmideos com os insertos foram utilizadas as células competentes

de E. coli XL10-Gold, e DH5a.

3.1 Meios de cultura

- Para a manuten¢do de C. meoformans, Meio YPD (yeast extract-peptone-dextrose): Extrato de

levedura 1%, D-Glicose 2%, Peptona 2%, Agar 2%, pH 5,6 -Autoclavagem a 120 °C por 15 min.

- YNB: Base nitrogenada para levedura com aminoécidos, dissolvido em agua Milli-Q, esterilizado por

filtragdo com membrana Millipore 0,22 pm.

- Meio minimo (MM): D-Glicose 15 mM, MgSO4 10 mM, K,HPO, 29,4 mM, Glicina 13 mM e
Tiamina 3 uM, e Agar 2%. pH 5,5 -Autoclavagem a 120 °C por 15 min.

- Meio de cultura utilizado para crescimento de E. coli: meio Luria-Bertani (LB): extrato de levedura

0,5%, Peptona 1%, NaCl 1% e agar 1,5%. pH 7,2 — Autoclavagem a 120 °C por 20 min.
3.2 Construgoes dos cassetes de DNA e protocolo de transformacio genética.

Todos os experimentos realizados para a construcao e confirmagdo dos cassetes de DNA e co-
transformacdo das linhagens em C. neoformans, foram orientados pela Dra. Larissa Matos, da
Faculdade de Ceilandia, da Universidade de Brasilia e pela Dra. Alessandra Dantas, da Universidade de

Newcastle, Reino Unido.

3.2.1 Construgio do cassete Hyg/Pcrrs2

A PCR Overlap foi realizada para criar o plasmideo Hyg/Pcrrso. O promotor regulado por cobre
Pcrrys: foi amplificado do plasmideo NEO23 gentilmente cedido pelo prof. John Perfect, Universidade
de Duke nos EUA), com os oligonucleotideos 5+6 (LF451 e LF452).

Em resumo, o cassete de resisténcia a Hygromicina B (HPH) de 2013 pb foi amplificado a partir
do plasmideo pPZPHY G usando os primers 3+4 (LF364 e LF450). Este cassete contém o gene HPH

controlado pelo promotor de actina e terminador de TrpC, ambos de C. neoformans.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, corados com brometo

de etidio, em seguida purificados com o kit GFX PCR DNA and Gel band purificarion Kit (GE
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Healthcare) e quantificados. Os oligonucleotideos LF364 ¢ LF452 (3+6) foram usados para a realizagao
da PCR de sobreposicao (Davidson et al., 2002) com a finalidade de fusionar HPH ao Pcrzy...

Para a amplificacdo dos fragmentos iniciais foi utilizada a enzima One taqg DNA polymerase (New
England Biolabs), a partir da qual foi preparado um mix contendo 1U da enzima; 0,2 uM de cada
oligonucleotideo; 0,2 mM de dNTP’s; 1 X de tampao, 20 ng de DNA e quantidade de agua milliQ para
completar 25 pL. Os ciclos da PCR foram: pré-desnaturagdo de 30 sec. a 94 °C; amplificagdo em 35
ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 sec, anelamento de 58 °C por 1 min e extensdo final de 68 °C por
2 min:10 sec. Para o PCR de sobreposi¢ao dos fragmentos flanqueadores pela jungdo 3+6, foi utilizada
a One-taq master mix com aprox. 1 pL de cada fragmento (20 ng) gerado na primeira etapa. O inserto
Hyg-Pcrrs.> foi posteriormente purificado e clonado no vetor pPGEMTEasy (Promega). 3 puL da reacdo
de ligacdao foram transformadas via choque térmico em células competentes da linhagem DH5a de E.
coli e as colonias com plasmidios recombinantes foram selecionadas em meio LB adicionado de
ampicilina (50 pg/mL), na presenca de X-gal e IPTG. As coldnias bacterianas brancas foram isoladas,
cultivadas em meio LB contendo ampicilina e em seguida purificadas. Foram selecionados 10 clones
que continham a constru¢do PGEMT Easy + HYG/Pcr..: para serem digeridos com a enzima de

restricdo Sphl-HF (5U), overnight, a 37 °C (Figura 55).

LF364 >> LF 451 >>
12 etapa PCR HYG 2,0 kb Pcrra2 0,4 kb
<< LF450 << LF 452

HYG 2,0 kb )
22 etapa clonagem Pcrra 0,4 kb

em pGEMTEasy

PHYE/P1ra-2 (background pGEMT-Eas 5,4 kb

Figura 55. Procedimento da construcio do cassete Hyg/Pcrr4-

3.2.2 Construciao do cassete para insercio do promotor Pcrr.; usando PCR Double joint (DJ-
PCR)

A construc¢ao do cassete Perrseo/TRRI foi feita pela técnica de PCR da dupla junta (Double Joint)
(Kim et al., 2009). A selecdo do gene TRRI foi realizada através do banco de dados disponivel no
Broad Institute, que identificou uma sequéncia codante de uma proteina de 371 aminoécidos
correspondente 8 ORF CNAG 05847 de C. neoformans var. Grubii H99. Para que fosse possivel a

construcdo do cassete, os codons de iniciagdo e de terminacao do gene foram definidos para delimitar a
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regido flanqueadora de cada gene, assim foram selecionados +1 kb acima da TRR/ ORF 5’-UTR e

abaixo da TRRI ORF 3’-UTR para desenhar os oligonucleotidios a serem usados.

O cassete do gene de resisténcia (HYG"®) e o promotor regulado por cobre (Pcrrs2) foram
inseridos por recombinagdo homologa para regular o gene TRRI no background genético da cepa H99
tipo selvagem. Recentemente Kim e cols., modificaram o método de interrup¢do génica usando um
marcador de selecdo dominante que tende a gerar uma maior frequéncia de integragdo dirigida. Os dois
fragmentos foram amplificados contendo regides homologas adjacentes 8 ORF de TRR1, fusionados ao
marcador seletivo, e posteriormente foram co-transformados no fungo por biobalistica (Kim et al.,

2009).

A construgdo da substituigdo do promotor do gene 7TRRI consistiu no desenho de
oligonucleotideos que geram extremidades de DNA sobrepostas entre os dois ou mais modulos,
necessarias para gerar a fusdo em uma reagdo de PCR convencional, utilizando a DNA polimerase. A

Tabela 14 no ANEXO F, exibe os oligonucleotideos usados a fim de isolar os fragmentos de interesse.

O diagrama da Figura 56 mostra o gene 7RRI, e o promotor putativo em C. neoformans com a
construg¢do dos fragmentos de DNA. A reacdo de amplificacdo para obter o cassete Pcrrso/TRRI foi
realizada em trés etapas. Na primeira etapa de PCR foi utilizada a enzima OneTaq 2X master mix; a
reacao foi iniciada a partir de uma mistura (mix) contendo 12,5 uL da enzima, 0,2 uM de cada
oligonucleotideo; 20 ng de DNA molde (DNA gendmico de C. neoformans H99), para obtencao dos
fragmentos 1 + 2 que corresponde a regido flanqueadora 5° TRRI-HygPcrrs> € 7+8 que corresponde a
regido flanqueadora 3’ TRRI-HygPcrr+.. O plasmideo Hyg/Pcrrsz, construido neste trabalho foi
utilizado como molde para a amplificagdo dos fragmentos 3+4 que corresponde a regido 5° do
marcador seletivo e 5+6 cujo fragmento corresponde a regido 3’ de Hyg/Pcrrso. O mix foi finalizado
utilizando agua milliQ suficiente para o volume total de 25 pL. Nessa etapa, os oligonucleotideos
empregados foram LF366 e LF367 para o fragmento 1+2; LF364 e LF28 para o fragmento 5 de
HygPcrryso; LF29 e LF452 para o fragmento 3° de HygPcrrs2; LF481 e LF453 para o fragmento 7+8
(Figura 56). O ciclo utilizado para as rea¢des foi: um ciclo de 94 °C por 1 min, seguido de 35 ciclos de
94 °C por 30 sec, 58 °C por 1 min, 68 °C por 1-2 min (extensao), e um ciclo de 68 °C por 5 min e 4 °C
até o término da reagdo. Apos o termino da PCR, os fragmentos foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1% a fim de conferir os tamanhos esperados. Em seguida os fragmentos foram purificados

com o Kit GFX PCR DNA and Gel band purificarion Kit (GE Healthcare) e quantificados.
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Para a segunda etapa, foram fusionados os fragmentos 1+2 com 3+4 (PCR da dupla junta 1+4),
equivalente a regido flanqueadora 5’ de TRRI fusionada a regido 5’ do marcador seletivo Hyg. O
segundo fragmento sintetizado utilizando os fragmentos 5+6 com 7+8 (PCR da dupla junta 5+8),
equivalente a regido flanqueadora 3’ de TRR! fusionada a regido 3’ do marcador seletivo Hyg-Pcrrs.o.
Os tamanhos dos amplicons foram confirmados em gel de agarose 1% e purificados. Para a
amplificagdo dos fragmentos citados acima foram utilizados os oligonucleotideos LF366 ¢ LF28 para
amplificar o fragmento 1+4; LF29 e LF453 para amplificar o fragmento 5+8. As reagdes da segunda
etapa da PCR Double Joint foram realizadas com a enzima MM long Amp (Biolabs), utilizando os
seguintes componentes para cada reacdo: 25 pL da enzima (2x), 0,2 uM de cada oligonucleotideo, 20
ng de cada fragmento de DNA e agua milliQ até o volume final de 50 puL. O ciclo ocorreu da seguinte
forma: um ciclo inicial de 94 °C por 1 min, 35 ciclos de 94 °C por 30 sec, 58 °C — 60 °C por 1 min, 65
°C por 2 min, um ciclo final de 65 °C por 10 min ¢ 4°C até o término da reacdo. Na terceira etapa, os 2
fragmentos purificados foram quantificados para posterior transformagdo por biobalistica em células

leveduriformes de C. neoformans.

LF366 >> LF364 >> LF29 >> LF481 >>
5’ HYG 3’ HYG Pcrra-2
)
4 SaborCh 1,0kb 1,0 kb 0,4 kb
<< LF450 << LF28 << LF452 << LF453
LF366 >> LF29 >>
2o [ [ Lok odie
<< LF28 ‘ << LF453

32 etapa transformagdo genética 0 kb 0,4 kb
Recombinagdo homdloga

CNAG_05847

Lécus final apds inser¢do Perpa.n ‘
LF29 >>
LF370 >>
HYG Perpa I
2,0 kb 0,4 kb CNAG_05847
<< LF28 << LF379
1,7 kb
— 3,6 kb

Figura 56. Esquema representativo da estratégia para construcio dos cassetes contendo o Promotor
CTRA4. Os oligonucleotideos 1 e 2 tém como alvo a regido 5’ adjacente ao gene alvo, e os oligonucleotideos 7 e
8 que amplificam a regido 3’ do mesmo gene. As regides 5’ ¢ 3 de Hyg-P crra foram amplificadas usando os
pares 3 e 4 e 5 e 6, respectivamente. Fusdo dos fragmentos 5’ do gene alvo com 5’ de Hyg, e 3° do gene alvo com
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3’ de Hyg-Pcrra-2, utilizando os primers 1 € 4 € 5 e 8. Os dois fragmentos gerados foram co-transformados em
leveduras de C. neoformans.

3.2.3 Transformacdo de C. neoformans por biobalistica

Colonias isoladas de C. neoformans da linhagem H99 foram inoculadas em 50 mL de meio
YPD liquido, que cresceram sobre agitagdo de 150 rpm a 30 °C. Ap0s 48 h as células foram lavadas em
solugdo salina (NaCl 0,9%) por 5 min a 5000 rpm e transferidas para placas contendo meio agar YPD +

sorbitol 1 M para serem transformadas (Toffaletti ez al., 1993).

As particulas carregadoras do DNA de tungsténio M10, diametro 0,7 um (Biorad) foram
preparadas da seguinte forma: 1. Esterilizagcdo das particulas: a 30 mg de particulas adicionou-se 1 mL
de etanol 70%, a mistura foi agitada em vortex por 20 min a velocidade max. Posteriormente as
particulas foram centrifugadas a velocidade max. por 10 min. Em seguida o sobrenadante foi removido
e adicionou-se 1 mL de agua milliQ estéril. O precipitado foi ressuspendido e centrifugado a 13000 rpm
por 10 min, o processo de lavagem das particulas foi repetido duas vezes. Apos a ultima lavagem, o
sobrenadante foi descartado e as particulas ressuspendidas em 500 pL de glicerol 50% estéril. 2.
Precipitagdo do DNA a ser transformado nas particulas: as particulas estéreis foram sonicadas por 7
min para que desgrumassem e depois foram agitadas a velocidade max. em vortex por 2 min.
Posteriormente foram misturados na seguinte ordem: 50 plL de particulas estéreis, 5 pL de DNA
(quantidade variou de 0,5 a 2 pg), 50 uL de CaCl, (2,5 M) estéril, 20 puL de espermidina (0,1 M, Sigma)
estéril. A mistura foi imediatamente agitada em vortex por 10 min, e entdo centrifugada por 10 sec. a
velocidade max. O sobrenadante foi descartado e as particulas foram ressuspendidas em 150 pL de
etanol absoluto. Centrifugou-se por 10 sec. a velocidade max. e processo que foi repetido mais duas
vezes. Na ultima lavagem foi adicionado uma quantidade de etanol absoluto proporcional ao ntimero de
placas a serem transformadas (4 puL para cada placa). As particulas foram sonicadas por 3 sec. e 4 puL
foram imediatamente distribuidos nas membranas nos discos carreadoras estéreis e em seguida, foram

incubados em silica, onde permaneceram por pelo menos 30 min até o momento do bombardeamento.

Apos 48 h foi feita a passagem das células bombardeadas para o meio seletivo, Higromicina B
(200 pg/mL Invitrogen) suplementado com BCS 200 uM. Apos incubacdo a 30 °C por 48 h, os
transformantes foram repicados em meio YPD com meio seletivo suplementado com BCS (200 uM),
um agente quelante especifico de cobre (batocuproinadisulfonato soédico) e em meio seletivo

suplementado com CuSO, (25 uM) para confirmacao das coldnias que cresceram somente no meio que
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continha BCS. O DNA gendmico dos possiveis transformantes foi extraido conforme protocolo para

posterior confirmagao via PCR.
3.2.4 Extracio de DNA genomico de C. neoformans (Smash & Grab)

Para a extracdo do DNA gendmico de C. neoformans, células foram cultivadas durante 48 h em
5 mL de meio YPD liquido a 30 °C. Apds a incubagado, as células foram centrifugadas por 5 min a 4000
rpm. O precipitado foi ressuspendido em 1,5 mL de 4gua estéril e centrifugado a velocidade max.
durante 5 min; apos descartar o sobrenadante foi adicionado 0,5 mL de fenol:cloroféormio (Bioagency),
0,5 mL de tampao TENTS (10 mM de Tris HCI, pH 7.5, 1 mM de EDTA, pH 8.0, 100 mM de NaCl,
2% de Triton X-100 e 1% de SDS) e pérolas de vidro (diametro:400-600 pum, Sigma). A mistura foi
agitada em vortex por 10 min e em seguida submetidos a centrifugacdo por 5 min a velocidade méax. A
fase aquosa foi transferida para um novo tubo onde foram adicionados 50 pL de acetato de sodio 3 M e
1 mL de etanol absoluto a fim de precipitar o DNA. O tubo foi agitado e centrifugado em velocidade
max. por 5 min e em seguida o sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 200 pL de etanol 70%
(vol/vol) e agitou-se novamente antes de centrifugar por 5 min a velocidade max. Em seguida, o
excesso de alcool foi removido e os tubos foram secados a temperatura ambiente por 5 min no fluxo
laminar. O precipitado foi ressuspendido em 40 pL dgua ultrapura, acrescida de RNAse A (150 pg/mL)

e incubou-se os tubos a 37 °C por 1 h; depois o0 DNA foi armazenado em freezer (-20°C).
3.2.5 Confirmacdo Pcrre2: TRRI por PCR

Ap6s transformagao por biobalistica, as colonias que cresceram no meio suplementado com BCS e ndo
com CuSO, foram inoculadas em meio LB liquido para extracdo do DNA com o auxilio do kit //lustra
plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare) conforme as instru¢des do fabricante. Um total de 9 clones
foram escolhidos para a confirmacdo da inser¢do do cassete. Para a confirmagdo do cassete Pcrrs
»/TRRI1, foi utilizada a enzima LongAmp 2X MM, com os oligonucleotideos LF370 e LF379, conforme
a Tabela 14, no anexo F. O ciclo ocorreu da seguinte forma: um ciclo inicial de 94 °C por 1 min, 35
ciclos de 94 °C por 1 min, 54 °C por 1 min, 65 °C por 5 min, um ciclo final de 65 °C por 10 min e 4 °C

até o término da reagao.
3.2.6 Construcgdo do cassete TRR1-mCherry usando PCR Double Joint (DJ-PCR)

Para a construgdao do cassete para fusdo da proteina TRR1 com mCherry foi utilizado o
plasmideo pCN51 (mCherry Nat" Amp®), gentilmente cedido pelo Dr. Andrew Alspaugh, e que contém

a marca de selecao de Nat'e o marcador fluorescente mCherry.
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Os detalhes da técnica de DJ-PCR foram descritos por Kim et al., (2009) e Yu et al., (2004), e a
versdo apresentada aqui ¢ similar a relatada por esses autores. A reacdo de amplificacdo foi realizada
em trés etapas (Figura 57). Na primeira etapa de PCR foi utilizada a enzima Phusion Hsll de alta
fidelidade 2 U (Thermo Scientific); a reagdo foi iniciada a partir de um mix contendo 0,2 pM de cada
oligonucleotideo; 20 ng de DNA molde (DNA genomico de C. neoformans), 0,2 mM de dNTPs e
tampao buffer HF ou GC 1X dependendo da reagdo de PCR, para obtencdo dos fragmentos 1+2 que
corresponde a regido flanqueadora 5’ de TRRI ORF-mCherry e 7+8 que corresponde a regido
flanqueadora TRR13 'UTR-mCherry. O plasmideo pCN51 foi utilizado como molde para a amplificagdao
dos fragmentos 3+4 que corresponde a regido do marcador seletivo mCherry-3°’Nat e 5+6 cujo
fragmento corresponde a regido 5’Nat. A mistura (mix) foi finalizada utilizando agua milliQ suficiente

para o volume total de 50 pL.

Nessa etapa, os oligonucleotideos utilizados foram LF375 e LF376 para o fragmento 1+2;
LF371 e LF372 para o fragmento 3+4; LF373 e LF374 para o fragmento 5+6; e LF377 e LF378 para o
fragmento 7+8 (Figura 57A). O ciclo utilizado paras as reacdes foi: uma etapa inicial de 98 °C por 1
min, seguida de 45 ciclos de 98 °C por 30 sec, 51 °C por 10 sec, 72 °C por 2 min, um ciclo final de 72
°C por 10 min, e 4 °C até o término da reacdo. Apos o termino da PCR, os fragmentos foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% a fim de conferir os tamanhos esperado. Em seguida os

fragmentos foram purificados e quantificados.

Para a segunda etapa, foram fusionados os fragmentos 1+2 com 3+4, equivalente a regido
flanqueadora 5° TRRI ORF fusionada a regido do marcador seletivo mCherry-3’Nat. O segundo
fragmento foi sintetizado utilizando os fragmentos 5+6 com 7+8, equivalente a regido flanqueadora de
TRR13’UTR fusionada a regido 5’ do marcador seletivo mCherry-Nat. Os tamanhos dos amplicons
foram confirmados em gel de agarose 1% e purificados. Para a amplificacdo dos fragmentos foram
utilizados os oligonucleotideos LF375 e LF372 para amplificar o fragmento 1+4; LF373 e LF378 para
amplificar o fragmento 5+8 (Figura 57B). As rea¢des da segunda etapa do PCR Double Joint foram
realizadas com a enzima Phusion HslI de alta fidelidade, utilizando os seguintes componentes para
cada reagdo: 2 U da enzima, 0,2 pM de cada oligonucleotideo, 0,2 mM de dNTPs, 20 ng de cada
fragmento de DNA, tampdo buffer 1X (HF para amplificar o fragmento 1+4 e GC para amplificar o
fragmento 5+8), e agua milliQ até o volume final de 50 pL. O ciclo ocorreu da seguinte forma: um
ciclo inicial de 98 °C por 30 sec, seguido de 45 ciclos de 98 °C por 30 sec, 51 °C por 10 sec, 72 °C por

2 min, um ciclo final de 72 °C por 10 min e 4 °C até o término da reagdo. Os fragmentos purificados
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foram quantificados para posterior transformagdo por biobalistica em células leveduriformes de C.

neoformans (Figura 57C).

LF375 >> LF371 >> LF373 >> LF377 >>
" mCherry-3’NAT 5" NAT
12 etapa PCR 1,0 kb 1,5 kb
<< LF376 << LF372 << LF374 << LF378
LF375 >> LF373 >>
mCherry-3’NAT
22 etapa PCR 1,0 kb
<< LF372 << LF378

mCherry-3’NAT
1,0 kb

32 etapa transformagao genética
Recombinagdo homdloga

CNAG_05847
Lécus final apds insergdo mCherry-NATR ‘
LF380 >>
mCherry 5’ NAT
0,7 kb 1,7 kb CNAG_05847

<< LF379

1,1kb

Figura 57. Procedimento geral da técnica PCR Double Joint para construcio do cassete TRR1-mCherry.
(A) Os oligonucleotideos 1 ¢ 2 t€ém como alvo a regido 5’adjacente ao gene alvo, e os oligonucleotideos 7 e 8
que amplificam a regido 3’ do mesmo gene. As regides 5’e 3’de mCherry-Nat foram amplificadas usando os
pares 3 e 4 e 5 e 6, respectivamente. (B) Fusdo dos fragmentos 5’ do gene alvo com 5’de mCherry-Nat e 3’ do
gene alvo com 5’ Nat, utilizando os primers 1 e 4 ¢ 5 ¢ 8. (C) Os dois fragmentos gerados (1+4 e 5+8) foram co-
transformados em leveduras de C. neoformans.

3.2.7 Confirmacdo da integracdo do cassete TRRI-mCherry no genoma por PCR

Para verificar se o fragmento com a marca de selegdo Nourseotricina e mCherry foi integrado
no locus de TRR1, apds transformacao por biobalistica, foram utilizados oligonucleotideos, sendo um
desenhado externamente a regido de 7RR/ e outro que reconhece a regido mCherry-Nat, conforme a
Tabela 14, no anexo F. Para a amplificagio foi usada a enzima PyroStart™ Fast PCR Master Mix (2X)
(Fermentas Life Science), 0,5 uM de cada oligonucleotideo LF379 e LF380, para completar a reacao
foram utilizados 10 ng de DNA extraido de 5 transformantes escolhidos aleatoriamente apos a selegdo

na marca de selegdo Nat" e agua ultrapura para completar o volume final de 25 pL. O ciclo utilizado
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para esta reagdo foi: um ciclo de 95 °C por 1 min, 35 ciclos de 95 °C por 10 sec, 50 °C por 10 sec, 68

°C por 1 min, um ciclo final de 68 °C por 25 sec, e 4 °C até o término da reagdo.
3.2.8 Confirmacao da integracio do cassete TRRI-mCherry-NAT" por Southern Blot

Para a analise por Southern Blot o DNA gendmico de 5 transformantes (2, 4, 16, 36 ¢ 48) mais o
isolado selvagem H99 foram quantificados e diluidos para a concentragdao de 15 pg/uL, sendo
utilizados 30 uL. de DNA para cada digestdo. A enzima de restri¢ao selecionada foi Kpnl (New England

Biolabs) a 10 U/uL, e as reagdes de digestao foram conduzidas conforme as instru¢des do fabricante.

A reagdo de restricdo utilizando Kpnl foi realizada para um volume de 40 uL, contendo 15 pg
de DNA, 4 uL de tampao NEB1 10X, 0,4 uL de BSA 100X, 3 uL de enzima e 2,6 uL de agua milliQ
para completar o volume final. Apos a digestdo do gDNA com a enzima de restricdo, foi realizada a
transferéncia do gDNA para a membrana de Nylon (Hybond N+, GE) por meio de um sistema de
transferéncia por capilaridade. Utilizou-se a solugdo de transferéncia SSC 20X (Citrato de sddio
dihidratado 0,3 M, Cloreto de soédio 3 M, pH 7). No dia seguinte foi realizado o “cross-linking” para
fixacdo do DNA a membrana. Para a hibridacdo da membrana, foi utilizado o protocolo do Kit DIG

Wash and BlocK Buffer Set (Roche).

A reacdao de PCR da sonda para incorporagdo do marcador DIG (dioxigenina) foi usado como
molde o DNA gendémico H99 (20 ng), utilizou o kit PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche) com os
oligonucleotidios LF375 ¢ LF378 (0,2 uM), tampao Buffer 5X, dNTPs 1X, PCR dig probe Mix 2X
(1:2) e a enzima One taq Polimerase (5 U) em um volume de 25 pL complementado com agua
ultrapura. O ciclo utilizado foi constituido de: um ciclo inicial de 94 °C por 1 min, 35 ciclos de 94 °C
por 30 sec, 56 °C por 30 sec, 68 °C por 1 min 10 sec, um ciclo final de 68 °C por 5 minutos, e 4 °C até
o termino da reagdo. Apos hibridizagdo, a solugao foi retirada e a membrana foi lavada. Com o auxilio
do DIG Wash and Block Buffer Set (Roche) foram feitos o preparo e bloqueio da membrana. O
processo de revelacao foi realizado em auséncia de luz, com exce¢do de uma luz infravermelha como

unica fonte de iluminacao.
3.3. Determinacao do crescimento celular do mutante condicional Pcrr./TRRI.

A cepas PCTR4-2/TRRI de C. neoformans e o H99 foram crescidas a 30 °C em YPD agar
contendo BCS. As células foram centrifugadas e lavadas com salina estéril 0,9% e ressuspensas em

salina com dilui¢des em seriadas 1:10. Um total de 5 uL de cada dilui¢do (107 - 10* células) foram
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plaqueadas em YPD agar contendo BCS 200 uM ou CuSO4 (30, 60 ¢ 120 uM). As cepas

criptocococicas foram incubadas a 30 °C e 37 °C por 48 h.
3.3.1 Curvas de crescimento

As cepas H99 e Pcrreo/TRRI foram cultivadas a 30 °C em meio YPD ou em meio minimo
(YNB) contendo BCS ou CuSO.. As células foram lavadas em solugdo salina, e foram contadas na
camara de Neubauer e a concentragio foi ajustada a uma densidade de 10° células/mL. As placas foram
incubadas no equipamento Eon Biotek com agitacdo e a cada 30 min, a absorbancia 595 nm foi medida
ao longo de 72 h. As contagens quantitativas das células de levedura foram realizadas em culturas de
células de levedura diluidas em 100 pL em agar YPD-BCS. As contagens quantitativas para o UFC
foram feitas em placas contendo agar YPD-BCS e foram avaliadas aos 0, 6, 12, 24, 48 ¢ 72 h apds a

cultura. O procedimento foi feito em duplicata.
3.3.2 Avaliagdo fenotipica in vitro

As cepas Pcrreo/ TRRI € H99 foram crescidas previamente em meio YPD a 30 °C por 48 h, em
seguida centrifugadas (3000 xXg/4 min/temperatura ambiente) e lavadas com solugdo salina (0,9%) e
ressuspensas em 1 mL da mesma solu¢do. Os indculos foram entdo diluidos 1:100 e contados em
Camara de Neubauer. Foi estabelecida uma concentragido padrdo inicial de 1x107 células/mL. A partir
da concentragdo inicial foram realizadas dilui¢des seriadas. Os testes dos fenotipos em condigdes de
estresse oxidativo e osmotico foram realizados por meio de dilui¢do seriada, plaqueando-se spots de ~5

pL de cada uma das diluigdes. Para o teste de producao de cépsula, foi utilizada uma tnica diluigdo.
Estresse térmico

As leveduras foram plaqueadas em meio YPD so6lido e YNB solido (com a adi¢do ou ndo de
BCS ou cobre), em conjunto com a linhagem selvagem para controle e incubadas a 30 °C e 37 °C por
48 -120 h.

Estresse oxidativo

O efeito de agente oxidativo sobre as cepas Pcrrso/ TRRI € a selvagem, foi testado em meio YPD
e meio minimo (com BCS ou cobre), suplementados com H,O,, nas concentragdes de: 1 mM e 2 mM.
O teste também foi feito com menadiona nas concentragdes de: 0,01 mM e 0,02 mM. As placas foram

incubadas a 30 °C por 48-120 h.
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Estresse osmotico

O efeito de agentes osmoticos sobre Pcrrso/TRRI € a cepa selvagem, foi testado em meio YPD
(com BCS ou cobre) suplementado com KCI 1,5 M e Sorbitol 2,5 M. Em ambos os testes as placas

foram incubadas a 30 °C durante 48 h.
Inducdo de capsula

A producdo de capsula foi avaliada para cada linhagem (Pcrs/TRRI e H99), previamente
crescida em meio YPD durante a noite a 30° C com rotacdo a 180 rpm. Em seguida as células foram
lavadas em salina 3x e a densidade celular foi ajustada a 10° células/mL em meio minimo (MM)
quimicamente definido, com a adi¢ao de 25 pM de cobre para inibir a expressao do gene. Um volume
de 5 mL da suspensdo celular foi inoculado em Erlenmeyer de 50 mL e entdo incubado a 30 °C /180
rpm por 24 h. Posteriormente foi realizada a visualizagcdo microscopica com tinta nanquim. Utilizou-se
o microscopio Zeiss Axio Observer Z1. Para calcular o tamanho da capsula, foi medida a dimensao total
da célula (corpo da célula + capsula) e do corpo celular (regido delimitada pela parede celular) usando-
se o programa Fiji (Image J). O tamanho da capsula foi definido como a diferenca entre o didmetro
total das células menos o diametro do corpo celular. No minimo 180 células foram contadas para cada
grupo. Os dados obtidos a partir da razdo Pcms/TRRI / tipo selvagem foram empregados para
quantificacdo relativa e analise estatistica. As analises estatisticas foram feitas através do Software

Graphpad Prism utilizando a comparagdo one-way Anova.
Sintese de melanina

A produgdo de melanina foi avaliada em um inéculo contendo 1x10° células/mL, das leveduras
selvagem e as Pcrs/TRRI em meio minimo suplementado com L-DOPA 1 mM (Sigma-Aldrich) em
presenca de BCS ou cobre. Em placa de 24 pogos foi adicionado 1 mL da suspensdo de células, entdo
as placas foram incubadas a 30 °C/150 rpm protegidas da luz e incubadas até 3 dias. As placas foram
monitoradas diariamente no intuito de acompanhar a produg¢dao do pigmento escuro correspondente a

producao de melanina.
3.3.3 Determinacdo da atividade dos agentes antifuingicos.

Os testes de susceptibilidade das drogas antiflingicas e moléculas inibitorias foram realizados
em YPD+BCS e YPD+CuSO,, contendo a concentracao da droga de interesse: 4 ug/mL de fluconazol,
64 e 32 ug/mL do composto 3 e 16 pg/mL do composto 14 Os indculos foram diluidos de forma a ter
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concentragdes de 107, 10°, 10°, 10, 10°, 10* células/mL e entdo foram plaqueadas aliquotas de 5 pL de

cada um. As placas foram incubadas a 30 °C até que se visualizasse o crescimento das colonias.

Para testar a atividade das potenciais moléculas inibidoras de Trrl selecionadas previamente
pela varredura virtual, um total de 1x10° células de cepas de C. neoformans H99 e Pcrrso/TRRI foram
crescidos a 30 °C em YPD liquido e YNB, contendo BCS ou CuSO4 com e sem as drogas, com as
seguintes concentracdes: fluconazol: 4 pg/mL, Mol 3: 32 pg/mL e Mol 14: 8 ng/mL. A contagem das
colonias foi realizada plaqueando aliquotas de 100 pL em agar YPD-BCS apds 0, 6, 12, 24,48 ¢ 72 h

de exposicao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Confirmacao da construciao Hyg/Pcrr.. por PCR overlapping
O plasmideo NEO23 foi transformado em células competentes XL10-Gold e utilizado para

amplificagdo do Pcrrs., com o0s oligonucleotideos LF451 e LF452, sendo o tamanho esperado para essa

regiao de 432 pb (Figura 58A).

O cassete HYG foi amplificado por PCR a partir do plasmideo pPZPHYG usando-se os
oligonucleotideos LF364 e LF450. O tamanho esperado para essa regido foi de 2.013 pb (Figura 58B).
Assim, o cassete HYG/Pcrrs.> correspondente a um fragmento final de 2.445 pb foi amplificado a partir
dos oligonucleotideos LF364 e LF452 (Figura S58C). Este fragmento foi clonado em pGEMT Easy,

transformado em E. coli e nomeado de pHYG/P 4.2 para uso como molde na etapa seguinte.

Figura 58. Construcio do cassete Hyg/Pcrz.. por PCR. (A) Produto de 432 pb da amplificagdo do Pcrzs. (B)
Produto de 2.013 pb da amplificagdo do cassete HYG. (C) PCR overlap do cassete Hyg/P ¢y amplificando um
fragmento de 2.445 pb. M, marcador de peso molecular 1 kb.

4.2 Construcio de cassete contendo o gene TRRI sobre o controle do promotor induzivel Pczzs..
em C. neoformans

A PCR Double Joint consistiu em duas etapas descritas na metodologia. Os tamanhos dos
produtos da reagdo gerados na primeira etapa foram confirmados por eletroforese em gel de agarose
1% como mostrado na Figura 59. Para a obtencdo dos fragmentos 1+2 e 7+8 foi utilizado o DNA
genomico da cepa H99, ja para a amplificacdo dos fragmentos 3+4 e 5+6 o plasmideo Hyg/P crz4.> foi
usado como molde. Os oligonucleotideos utilizados foram LF366 ¢ LF367 para o fragmento 1+2 (544
pb); LF364 ¢ LF28 para amplificar o fragmento 5’Hyg/Pcrrs. (3+4: 1057 pb); LF29 e LF452 para
amplificar o fragmento 3’Hyg/Pcrrs2 (5+6: 1591 pb) e LF481 e LF453 para o fragmento 7+8 (407 pb).
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M (1+2) (7+8)

(3+4) (5+6) M

-1,5kb
-1,0 kb

Figura 59. Confirmacao dos produtos obtidos na primeira etapa da técnica de PCR Double Joint que
consistiu na amplificagdo de 4 fragmentos: 2 fragmentos da marca de selecdo e 2 fragmentos adjacentes ao gene
alvo. Fragmento 1+2 = 544 pb, 5’ TRRI. Fragmento 7+8 =407 pb 3°’TRRI ORFterm. Fragmento 3+4 = 1.057 pb
5" Hyg/Pcrrs-o. Fragmento 5+6 = 1.591 pb 3° Hyg/Pcrrs2 M, Marcador de peso molecular 1 kb.

A confirmagdo dos produtos obtidos na segunda etapa da técnica de PCR Double Joint que
consiste na fusdo dos fragmentos adjacentes ao gene alvo TRRI com os fragmentos da marca de
selecio HygPCTR4.,, foi realizada com as seguintes combinagdes de oligonucleotideos: LF366 ¢ LF28
para gerar o fragmento 5’ (gene 5’TRR1 + 5’Hyg) e LF29 e LF453 para gerar o fragmento 3°(3’
Hyg/Pcrra2 + gene 3’TRR1_ORFTerm) A fusdo dos fragmentos 1+4 (PCR da dupla junta) resultou em
um fragmento de 1.601 pb e o segundo fragmento 5+8 (PCR da dupla junta), resultou em 1.998 pb
(Figura 60).

M 3HygP_, 5HygP M

CTR4

Figura 60. Confirmacdo dos produtos obtidos na
segunda etapa da técnica de PCR Double Joint. O
fragmento 3° do gene alvo com 3’ de Hyg Pcrss gerou
uma banda de 1.998 pb, enquanto que o fragmento 5’ Hyg
gerou uma banda de 1.601 pb. M, Marcador de peso
molecular 1 kb.

4.3 Confirmacio dos mutantes Pcrr/TRR1
Apds a obtengdo de transformantes estaveis de C. neoformans por biobalistica contendo Pcrrs::TRRI,

foi avaliada a recombinacdo homologa para inser¢do de Pcrrs no locus de 7RRI. 2 mutantes
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confirmaram a recombinagdo homologa e a inser¢cdo do promotor regulado por cobre. A PCR com os
oligonucleotideos LF370 e LF379 amplificou um fragmento de 5.224 pb na regido que abrange o
cassete integralmente, enquanto que a cepa selvagem H99 amplificou um fragmento de 2.775 pb

(Figura 61).

Figura 61. Confirmacio da insercio do promotor Pcrrs em
C. neoformans. O fragmento amplificado apresentou um
tamanho aproximado de 5,2 Kb (clones 1 e 2). M, Marcador de
peso molecular 1 kb.

4.4 Construgio do cassete TRR1-mCherry por PCR Double Joint

O cassete contendo TRR1-mCherry foi construido e transformado no fungo patogénico C.
neoformans. O cassete obtido pela técnica de PCR Double Joint consistiu em duas etapas de PCR. Na
primeira etapa de PCR, para a obtencdo dos fragmentos 1+2 e 7+8 utilizou-se como molde o DNA
gendmico da cepa H99 e os oligonucleotideos LF371 eLF376, e LF377 e LF378, respectivamente; ja
para os fragmentos 3+4 e 5+6 foi usado o plasmideo pCN51 como molde para a amplificagdo com a
enzima Phusion Hsll e os oligonucleotideos utilizados foram LF371 e LF372, e LF373 e LF374,
respectivamente (Figura 62A). Na segunda etapa de PCR, foram gerados os fragmentos 1+4 (PCR da
dupla junta), equivalentes a regido flanqueadora 5° TRR1-mCherry3’Nat fusionada a regidao 3’ do
marcador seletivo mCherrytagg 3’Nat, com os oligonucleotideos LF375 e LF372. O segundo
fragmento foi obtido fusionando os fragmentos 5+8 (PCR da dupla junta), equivalentes a regidao
flanqueadora de 5’NatTRR13’UTR fusionada a regido 5’ do marcador seletivo Nat, com os

oligonucleotideos LF373 e LF378 (Figura 62B).
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Figura 62. Confirmacao dos produtos obtidos pela técnica de PCR Double Joint para construcao do
cassete contendo TRR1-mCherry. (A) a primeira etapa consistiu na amplificacdo de 4 fragmentos; 2
fragmentos da marca de selecdo (a amplifica¢do utilizou o plasmideo pCN51 com a marcacdo da proteina
fluorescente) e 2 fragmentos adjacentes ao gene alvo. 1. Fragmento 3+4 = 1.030 pb mCherrytagg 3’nat; 2.
Fragmento 5+6 = 1.589 pb 5’nat; 3. Fragmento 1+2 = 592 pb 5 TRR1-mCherry; 4. Fragmento 7+8 = 480 pb
3’TRR1ImCherry. (B) A segunda etapa que consistiu na fusdo dos fragmentos adjacentes ao gene alvo com os
fragmentos da marca de selegdo. 1. Fragmento 1+4 =1.622 pb correspondente a fusdo 5°. 2. Fragmento 5+8 =
2.069 pb que correspondente a fusdo 3’. M, Marcador de peso molecular 1 kb. Os dois fragmentos gerados
foram co-transformados na levedura de C. neoformans.

Apds a co-transformagdo na levedura de C. neoformans o fragmento integrado TRRI-
mCherry Nat, foi confirmado por PCR usando os oligonucleotideos LF379 e LF380 que geraram um
fragmento de 1.112 pb como esperado, quando foram amplificados com a enzima Pyrostar e com o
DNA gen6mico extraido de 5 transformantes que cresceram em meio YPD crescido com a marca de

selecdo Nat' (Figura 63).

LF379
-—

LF380

Nat-mCherry TRRI3'UTR:
1112pb

- ®

Figura 63. Confirmacio dos transformantes TRR1-mCherry_Nat por PCR. (A) Esquema para a reacdo de
confirmagdo dos transformantes em C. neoformans usando os oligonucleotideos LF379 ¢ LF380. (B) PCR
de confirmagdo dos clones positivos que integraram o cassete no locus do gene TRRI (48, 36, 16 ¢ 4), C-:
controle negativo com o DNA genémico H99 (untagged) Os fragmentos amplificados apresentaram um tamanho
de 1.112 pb. M, marcador de peso molecular 1 kb.
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Apés a PCR de confirmagdo, 5 transformantes TRR1-mCherry Nat foram submetidos a
Southern Blot. Na Figura 64 A observa-se uma representacao dos sitios da enzima de restri¢do Kpnl no
locus de TRRI com representacdo da sonda de 1.075 pb (amplificada com os oligonucleotideos LF375
e LF378) e os tamanhos esperados ap6s hibridizagcdo para a linhagem selvagem H99 de 874 pb ou

7.752 pb.

J& para a integracao da proteina fluorescente mCherry os fragmentos gerados: 8§74 pb, 1.766 pb
e 8.651 pb. A Figura 64B apresenta o perfil ap6és hibridizacao e revelagao do Southern blot, sendo
possivel notar um fragmento de tamanho esperado de ~8,6 kb para todos os possiveis transformantes
TRR1-mCherry, porém ndo foram observados os outros dois fragmentos. Apesar da auséncia de alguns
fragmentos foi possivel observar os dois fragmentos maiores de 7,7 kb e 8,6 kb para a linhagem
selvagem (H99) e transformantes analisados, respectivamente, confirmando que a inser¢ao do cassete

ocorreu no locus do gene-alvo.

2197pb 3272 pb
J—
ATG stop

A TRRI 1463 pb 3888 pb B.
| |

[710pb 2584 pb

874pb " ms2ph

DIG 2197 pb 3272 pb 5252pb 5732 pb
Kpnl —

ITAREXE M mCherry 2460 pb 0345pb
! } |

[710pb 2584 pb 4350 pb

8pb  I%66pb  8650pb

Figura 64. Southern Blot dos transformantes TRR1-mCherry confirmados por PCR. O DNA digerido foi
transferido para membrana de nylon positivamente carregada e hibridizado com a sonda de 1.075 pb. (A)
Esquema que representa o perfil de restricdo para a localizagao do sitio da enzima Kpnl no locus TRRI1-
mCherry. (B) Resultado do Southern Blot ap6s hibridizagdo com a sonda e digestdo do DNA genoémico de 4
clones positivos (1, 4,16, 36). H99: cepa selvagem

Como visto na Figura 65, a célula que apresenta Trrl fusionada a proteina fluorescente

mCherry, emite a coragdo vermelha, confirmando a correta inser¢cao do cassete TRR1-mCherry. A co-
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localizagdo subcelular das células com marcadores organelares devera ser realizada em experimentos

futuros que determinardo a posigao especifica intracelular de Trrl no fungo.

A. DIC mCherry

Figura 65. Microscopia de fluorescéncia utilizando a linhagem TRR1-mCherry em C. neoformans. (A)
Expressdo de TRR1-mCherry (B) Controle (H99) sem inser¢do de mCherry. Células visualizadas utilizando
microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC) e de fluorescéncia (mCherry). Barra de escala 10 pm.

Virios estudos mostraram que o gene tioredoxina redutase ¢ essencial para o crescimento de
alguns organismos, como P. falciparum e S. aureus (Krnajski et al., 2002; Uziel et al., 2004). Em 2005
Missall e Lodge, relataram pela primeira vez que a TRRI ¢é essencial no fungo patogénico C.
neoformans. Uma vez que a sua estrutura ¢ altamente conservada entre espécies e a maioria de

microorganismos patogénicos codificam esta proteina, esta torna-se um excelente alvo para drogas.
4.5 Determinacio do crescimento celular da cepa Pcrre/TRR1

Usando o promotor do gene transportador de cobre ctr4+ de Schizosaccharomyces pombe,
Bellemare e cols., (2001) criaram uma série de vetores, denominados pctr4'-X, que regulam a
expressao de genes heterdlogos em fungdo da disponibilidade de cobre. O gene CTR4 codifica um
transportador de cobre de alta afinidade em S. pombe. A transcrigdo do CTR4 ¢ regulada pela proteina
de ligagdo ao DNA Cuflp. Em condigdes de baixo teor de cobre, Cuflp interage com elementos
sensores de cobre (CuSE) upstream CTR4, aumentando consideravelmente a transcricdo. Sob
condicdes cheias de cobre, Cuflp liga-se ao cobre e adota uma conformacdo com pouca ou nenhuma
afinidade pelas CuSEs. Quando isso ocorre, a transcricdo de CTR4 ¢ efetivamente reprimida (ANEXO

G). Adicionalmente, o meio de crescimento ou fontes de carbono ndo sdo necessarios para desligar ou
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induzir a expressao do gene. Em 2004, Ory e cols., construiram plasmideos de expressdo incorporando
elementos upstream do gene transportador de cobre CTR4 de C. neoformans (serotipos A e D). Em
resposta a privacao de cobre, esses plasmideos medeiam o alto nivel de expressdo de uma proteina

reporter.

Assim, para reduzir a expressao de TRRI, foi feita a substituicdo do promotor do gene tipo
selvagem pelo promotor regulado por cobre (Pcrzs2), que permitiu dar continuidade a caracterizag@o
dos fenotipos (viabilidade celular e resisténcia ao estresse oxidativo) na presenca e auséncia das drogas

inibidoras selecionadas.

A linhagem contendo Pcrgrso::PTRRI foi entdo cultivada na presenca de cobre para reduzir a
expressao do gene TRRI. O crescimento celular foi determinado em 4gar YPD com BCS, e CuSO4 a 30
°C e 37 °C como mostrado na Figura 66. A 30 °C a cepa H99 de C. neoformans mostra crescimento
normal em agar YPD contendo BCS e em agar YPD contendo CuSOs. A 37 °C embora as células de
H99 foram mais sensiveis, conseguiram crescer normalmente apos >96 h de incubacdo. Em contraste,
as cepas mutantes mostram uma diminui¢do de crescimento em agar YPD contendo CuSO4 em ambas
as temperaturas. Estes dados confirmam que o gene TRR/ esta sob controle do promotor CTR4.

30°C 37°C

107 10° 10° 10* 103 102 Jor 106 10° 10¢ 10 102

il @ ® ¢ .@ &

YPD + BCS 200 pM

YPD + CuSO, 25 uM

YPD + CuSO, 60 pM YPD + CuSO, 60 ytM

Figura 66. Determinacio de crescimento das cepas H99 e Pcrro/ TRRI em C. neoformans em agar YPD
contendo BCS e CuSOj4 a 30 °C (48-72 h de incubagdo) e 37 °C (> 96 h de incubagdo).

O crescimento celular também foi determinado em dgar YNB com BCS, e YNB com CuSO, a
30 °C e 37 °C como mostrado na Figura 67. No entanto o crescimento celular foi retardado e as células

tiveram que ser incubadas por aproximadamente 9 dias.
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Figura 67. Determinac¢io de crescimento das cepas H99 e Pcrs o/ TRRI em C. neoformans em agar YNB
contendo BCS e CuSOy incubadas a 30 °C e 37 °C por 9 dias.

4.6 Avaliacao da susceptibilidade do mutante Pcrr../TRR1 a varios agentes estressores

O painel abaixo mostra o perfil de crescimento da linhagem Pcszso/TRRI gerada neste estudo,
sob condi¢des de estresse oxidativo. O perdxido de hidrogénio (H»O,) foi adicionado ao meio agar
YPD-Cobre (25 uM) e demonstrou reducao no crescimento de Pcrr.o/TRRI na concentragdo 2 mM,
indicando que a cepa H99 ¢ mais resistente do que Pcrrso/TRRI. A capacidade de lidar com o estressor
oxidativo menadiona, também foi avaliada no mutante Pcr../TRRI nas seguintes concentracdes: 0,01
mM e 0,02 mM em células crescidas em meio YPD-BCS e Cobre a 30 °C, no entanto o tempo de
incubagdo foi >72 h. Com a adi¢do de menadiona foram detectadas diferengas mais acentuadas no
crescimento ao comparar a linhagem Pems/TRRI e selvagem. Na concentragdo 0,01 mM de
menadiona o crescimento do mutante Pcrr.o/TRRI se observa ainda mais afetado na presenca de
CuSO.. Na concentracdo 0,02 mM ambas cepas sdo afetadas, mas o H99 consegue crescer até a
primeira diluigdo (107) enquanto que o Pcrrseo/ TRRI ndo cresce (Figura 68). Uma vez que o meio YPD
¢ um meio rico que poderia influenciar no crescimento celular, os ensaios foram conduzidos em meio
minimo para descartar que as diferengas sao ocasionadas pelos compostos presentes no meio de
crescimento. Em resposta ao crescimento em YNB, ambas as cepas foram mais sensiveis a esse meio
de cultura, de modo que o tempo de crescimento foi em media 9 dias de incubagdo a 30 °C, indicando

que o meio de cultura ndo influenciou o crescimento das cepas.

178



107 10% 10° 10* 10° 102 10" 105 105 10¢ 10° 102

YPD + CuSO, 25 uM /
H,0, 1 mm)

YPD + CuSO, 25 pM /
HZO2 (2 mM)

YNB +BCS 200 pM/ YNB + CuSO425 M/
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Figura 68. Analise da susceptibilidade ao estresse oxidativo causado por H,O, e menadiona do mutante
Pcrre/TRR1 de C. neoformans em meio YPD e YNB a 30 °C. (A) As concentragdes de H,O, foram: 1 e 2 mM,
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e (B) as concentracdes de menadiona foram: 0,01e 0,02 mM. As cepas crescidas em adgar YPD em presenca de
peréxido de hidrogénio foram incubadas por 48 h, enquanto que com menadiona as células foram incubadas por
>72 h pelo fato das células crescerem mais lentamente. Em meio minimo (YNB) o crescimento celular foi
observado 9 dias depois.

Estudos em S. cerevisiae demostraram que a delegdo da tioredoxina redutase ou tioredoxina 1 e
2, pode resultar na diminui¢ao da capacidade das células mutantes para detoxificar o agente H,O, ou
outros oxidantes. Mutantes Afrrl em S. cerevisiae sdo extremamente sensiveis ao peroxido e a altas
temperaturas (Machado et al., 1997). Adicionalmente, embora a expressao das peroxidases dependentes
de tioredoxina seja elevada, as enzimas ndo sdo capazes de remover peroxidos sem a redugdo previa
pelo sistema tioredoxina (Carmel-Harel ef al., 2001). Em S. cerevisiae, o genoma codifica um sistema
de tioredoxina mitocondrial completo, além do seu sistema citoplasmatico (Pedrajas ef al., 1999), que

poderia ajudar a explicar porque Trrl nao € essencial em leveduras.

Sabe-se que o ambiente de reducdo da célula ¢ mantido tanto pelo sistema tioredoxina quanto
pelo sistema glutaredoxina. No entanto, em leveduras ao contrdrio das tioredoxinas, a perda de
glutaredoxinas ndo afeta o ciclo celular, nem resulta em nenhum fenotipo de crescimento aberrante
detectavel. As cepas mutantes GLR1, que codificam para a glutationa redutase, sdo viaveis e nao sao
afetadas pelo crescimento durante condigdes aerobias (Grant et al., 1996). E. coli, apresenta um sistema
redox tiol alternativo que utiliza glutationa e glutaredoxina e pode efetivamente substituir a tioredoxina
(Holmgren, 1985). Os mutantes de E. coli que ndo tem uma tioredoxina ou tioredoxina redutase
funcional podem crescer porque usam o sistema de glutationa-glutaredoxina. Em contraste, o estudo
descrito aqui, implica que a tioredoxina reductase de C. neoformans ¢ essencial para o crescimento,
sugerindo que em C. neoformans o sistema redox tiol alternativo ndo substitui o sistema redox
tioredoxina, ja que na presenca de H,O, e menadiona o sistema tiol-redox especifico, ndo consegue
proteger as cé€lulas contra estas especies toxicas, visto na susceptibilidade apresentada no mutante. A
menadiona e outros agentes redox sao reduzidos na célula pelo NADPH e oxidoreductases para
produzir anides superoxido. Em E. coli, a tioredoxina pode reduzir a menadiona (Holmgren, 1979). No
nosso caso, se sugere que como a 7RR/ ¢ inibida, a tioredoxina de C neoformans nao ¢ capaz de
reduzir a menadiona, tornando-se incapaz de retirar elétrons da via tioredoxina. Hipoteticamente ¢ de
esperar que o nivel de dissulfetos aumente, e se desencadeie uma resposta celular para superar a

oxidacdo.

A cepa Pcrreo/TRRI também foi avaliada na presenca dos estressores osmoéticos KC1 1,5 M e

Sorbitol 2,5 M, que indicariam defeitos na permeabilidade da membrana plasmatica, no entanto o
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mutante apresentou o mesmo padrdo de crescimento observado na cepa selvagem H99 (dados nao
mostrados) quando as células foram incubadas a 30 °C por 4 dias em YPD-BCS (200 uM) e YPD-
cobre (25 uM). Dados protedmicos demonstraram que tanto a tioredoxina redutase como a glutationa
redutase sao induzidas durante o choque osmético (Rodrigues ef al., 2016). Em C. albicans, tem sido
mostrado que o gene TRR/ ¢ induzido durante o estresse oxidativo pelo H>O, e no estresse osmotico
(Enjalbert et al, 2003). Estudos em S. cerevisiae, mostraram que mutantes deficientes em
glutaredoxina sdo sensiveis ao estresse osmotico e oxidativo, sugerindo uma ligacao entre esses dois

tipos de condicdes de estresse (Rodriguez-Manzaneque et al., 1999).
4.7 Producao de Melanina

O fendtipo seguinte avaliado neste estudo foi a melanina; a capacidade de produgdo de melanina
com formagdo de coldonias marrons esta relacionada com a patogénese de alguns fungos e corresponde
a um fator viruléncia em C. neoformans importante. Assim foi testada a capacidade de melanizacdo do
mutante Pcrreo/TRRI em meio MM e observou-se que apds 48 h no meio ndo houve diferenga de

melanizacdo entre o mutante e o selvagem H99 (Figura 69).

H99 P ITRR H99 P JTRR H99 P ITRR

CTR2 CTRI2 CTRI2

BCS!

0Oh ~ 24h  48h

Figura 69. Produciio de melanina por Pcrr.o/ TRRI de C. neoformans. As leveduras foram cultivadas em
MM durante 2 dias a 30 °C/150 rpm, com a adi¢do de BCS 200 uM ou CuSO425 uM, na presenga de 1 mM de
L-DOPA, ao abrigo da luz. 7 e 30 sdo os clones testados para a cepa Pcrrse.o/TRRI.

A melanina confere resisténcia a oxidantes microbicidas tanto em cepas de tipo selvagem como
mutantes do fungo C. neoformans (Jacobson et al., 1995). A DOPA-melanina de C. neoformans ¢
importante para a viruléncia desses agentes patogénicos. (Wang et al., 1995). Estudos na bactéria S.
meliloti demonstraram que a expressdo do gene tioredoxina (#7xL) ¢ induzida durante a produgdo de
pigmentos, portanto a hipdtese de que a proteina TrxL estd envolvida na producdo de melanina na cepa

selvagem S. meliloti CES2G (Castro-Sowinski et al., 2007).
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Outros estudos tem relatado, que as concentragdes de cobre exdgeno (~50 puM) induzem a
expressao de lacase e a produgdo de melanina em C. neoformans, e a indu¢ao do gene lacase CnlLacl
por cobre ¢ regulada pelo fator de transcricao dependente de cobre 1 (CUFI) (Jiang et al., 2009). Além
disso, a expressdo do transportador de cobre fungico CTR4 em C. neoformans ¢ regulada pelo CUF1
em condi¢des de baixa disponibilidade de cobre. Mutantes cuf/ exibem um grave defeito de
crescimento ¢ uma diminui¢do da atividade lacase (Waterman et al, 2007). A adicdo de 1 mM do
quelante de cobre BCS ao meio abole a atividade da lacase nao apenas no mutante Avphl, mas também
na cepa de tipo selvagem, enquanto que a suplementagdo com cobre restaura a atividade da enzima e
induz a sua transcri¢do (Zhu et al., 2003). Assim, como a lacasse ¢ uma oxidase dependente de cobre
responsavel pela melanizagdo, poderia se explicar porque as cepas tratadas com cobre apresentam uma

intensidade marrom mais forte.
4.8 Efeito de Pcrr.2/ TRR1 sobre a expansio da capsula

A capsula polissacaridica extracelular ¢ considerada um dos mais importantes fatores de
viruléncia para C. neoformans (Coenjaerts, 2006). Os resultados para o mutante Pcrreo/TRRI
demonstram que ap6s 48 h de inducdo da cépsula, houve uma diminuicao significativa do tamanho da
capsula quando comparado com H99 (Figura 70). Viérias enzimas estdo envolvidas na formacao de
capsula polissacaridea (Zaragoza et al., 2009), mas, até o momento, ndo hé estudos que verifiquem que
a alteracdo da expressdo de TRRI pode estar associada a redug¢do do tamanho da capsula no fungo C.
neoformans. Essas observacdes sugerem a hipotese de que T7RRI desempenha um papel regulador no
trafico de proteinas envolvidas na sinteses capsular. Além, estas alteragcdes podem estar relacionadas ao

promotor CTR4.

P JTRR

CTR4-2

Figura 70. Avaliacio do tamanho da capsula na cepa
mutante Pcrre/TRRI. A indugdo de capsula foi realizada
em meio minimo contendo tiamina (com adigdo de CuSOy4
na cepa Pcrreo/ TRRI. 7 € 30, clones) apds incubagdo a 30
= °C/48 h, e visualizagdo com tinta nanquim. Imagens
g captadas utilizando o microscépio de luz (Axiovert 100,
E 10+ Carl Zeiss) objetiva EC Plan Neofluor 40x. Escala de
o

3

10um. Teste estatistico ANOVA, p< 0,0001.

Fekkk
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182



4.9 Efeito das moléculas inibidores sob o crescimento do Pcrr./ TRR1

O efeito das moléculas inibitorias (Mol 14 e MoL 3) e o composto antifingico fluconazol, foram
avaliados na condicdo na qual o 7RRI ¢ reprimido com CuSO.. Para andlise qualitativa foram
realizados os ensaios de dilui¢do seriada das células de 107 a 10°, e inoculadas em 4dgar YPD contendo a
concentracao do composto de inibi¢ao no meio de crescimento com BCS (200 uM) ou CuSO4( 25 uM)

a 30 °C x 48 h (Figura 71).

Uma vez confirmada a regulagdo da expressao do gene TRRI na presenca de cobre (crescimento
das cepas Pcrrso/ TRRI até a dilui¢do 10°), decidiu-se avaliar se o crescimento celular na presenca das
moléculas antifingicas inviabilizaria completamente o crescimento de Pcrrs/TRRI na presenga de
CuSO.. As concentragdes avaliadas com a molécula 3 foram 64 (CIM) e 32 pg/mL. Na concentragao
mais alta foi observado que as leveduras Pcrr«/TRRI foram mais afetadas de tal forma que so6
conseguiram crescer na densidade celular de 107 (primeiro pog¢o) quando comparadas com a cepa Perrs.
J/TRRI crescida s6 na presenga de cobre. J&4 na concentragdo de 32 pg/mL a cepa mutante nao
apresentou diferencas de crescimento em relacdo a cepa crescida em YPD-cobre. Para avaliar a
capacidade de inibicdo da molécula 14 na cepa mutante, concentracdes de 16 (CIM) e 8 pg/mL foram
testadas. Nenhuma das duas concentragdes mostraram um defeito de crescimento na cepa Pcerrso/ TRR1
crescida na presenca de cobre. Na figura acima somente ¢ apresentado o resultado com 16 pg/m da
molécula, visto que com 8 pg/mL o crescimento das cepas foi similar. Em relagdo com a cepa H99
essas moléculas ndo tiveram impacto significativo na presengca de BCS ou CuSO,4 com crescimento
observado até a densidade 10°. Com o antiftingico fluconazol, o crescimento celular no BCS parece que
diminuiu apenas na densidade de 10°. Adicionalmente as observa¢des mostram que o composto
inibitorio (Mol 3 - 64 ng/mL) parece gerar um efeito aditivo com a redugdo da expressdo de TRRI

enquanto que com a molécula 14 e o fluconazol, este efeito ndo foi observado.
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Figura 71. Determinacio de crescimento das cepas H99 e Pcrr../TRRI de C. neoformans em presenca das
moléculas antifiingicas em agar YPD contendo BCS e CuSQO, a 30 °C.

4.10 Determinacao das curvas de crescimento

Para mensurar o numero de UFC as leveduras foram crescidas na auséncia e presenca das
moléculas (14 e 3) por até 72 h para examinar a atividade de inibicdo em YPD contendo BCS ou
CuSO4. Aliquotas foram coletadas as 6, 24, 48 e 72 h de crescimento a 30 °C, e semeadas para
contagem das UFC (Figura 72). A quantificagdo das UFC mostrou que H99 apresentou um nivel de
crescimento muito similar com BCS ou cobre. J& para a cepa mutante Pcrrso/TRR1, 0 numero de UFC
quantificadas as 24 - 72 h é menor na cultura contendo CuSO4, confirmando mais uma vez como o

gene TRRI ¢é regulado em fungdo da disponibilidade de cobre.
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Figura 72. Curvas de crescimento da cepa selvagem H99 e mutante Pcrr.o/TRRI de C. neoformans (log
UFC/mL). Cepas crescidas em YPD contendo BCS (200 pM) e CuSO.(25 uM)

Posteriormente, foi avaliada a atividade inibitéria das moléculas 3 e 14 em condi¢des nas quais
TRRI ¢ inibido. As curvas de UFC mostraram que as moléculas 14 (8 pg/mL) e 3 (32 pg/m)
adicionadas ao meio de crescimento contendo CuSO, afetam ligeiramente o numero de células Pcrzs.
J/TRR1, ou seja ndo ha um impacto no crescimento celular nessas concentragdes. No meio com BCS +
moléculas inibitdrias a contagem de células da cepa mutante € o H99 também revelou a pouca atividade
que as moléculas exerceram nas leveduras, resultado que leva a pensar que as concentragcdes usadas
(menores que o CIM) sdo baixas e ndo inibem de forma significativa o crescimento celular da cepa H99

(Figura 73).
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Figura 73. Curvas de crescimento da atividade inibitéria das moléculas 14 e 3 da cepa selvagem H99 e
mutante Pcrrso/ TRRI de C. neoformans (log UFC/mL), nas condi¢des com BCS ou CuSO4 a 30 °C x 72 h.

No presente estudo, foi mostrado que quando a tioredoxina redutase ¢ reprimida, as
moléculas inibidoras na presenga de cobre, s6 conseguem diminuir o crescimento celular ligeiramente,
ou seja, as leveduras se mantém vidveis apds o tratamento apos contagem das colonias. Estudos
adicionais com fluconazol (4 pg/mL) revelaram que em as ambas as cepas este agente teve pouca
atividade antifiingica e ndo conseguiu inibir o crescimento celular (dados nao mostrados). Isso
provavelmente devido a concentragdo empregada, o que sugere que testes em concentracdes maiores

devem ainda ser realizados (doses subinibitdrias) para observar uma desregulacao génica.

A fim de testar se a concentracdo das moléculas inibitdrias altera a capacidade de crescimento
do mutante Pcrrso/ TRR 1, foram realizadas novas curvas de crescimento para observar se a exposicao ao
cobre e 0 aumento da concentracdo das moléculas tem efeito sobre a inibicdo do gene. Inicialmente, as
curvas de crescimento foram determinadas para H99 e Pcrso/TRRI na auséncia das moléculas. Um
total de 1x10° células de cada cepa de C. neoformans foi cultivada a 30 °C em YPD e YNB contendo

BCS ou CuSO,, A densidade optica foi medida a 600 nm a cada 30 min, sendo que as medidas foram
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plotadas nos graficos (Figura 74). As células de H99 mostraram iguais niveis de crescimento em meios
contendo BCS ou CuSO, apos 72 h de incubagdao. Em contraste, apds 12 h em cultura, a absorbancia
das células tanto em YPD como YNB das cepas Pcrmrso/TRRI apresentou diminui¢do na presenca de

cobre (25 uM) como esperado.

H99 Pewre2/ TRR
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1.5,
1.5

e T 10
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&
##t
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Figura 74. Curvas de crescimento das cepas Pcrr./ TRRI e H99 crescidas em YPD e YNB contendo BCS
(200 M) e CuSO4 (25 pM) a 30 °C apods 72 h de incubagio no leitor de microplaca (BioTek EON) A600 nm.
Cepas selvagem e mutante com a sua respetiva desviagao.

Diante da observacdo em meio solido de que mutante ndo apresentaram um crescimento celular
reduzido com as concentragdes de 32 (Mol 3) e 16 pg/mL (Mol 14) suplementado com BCS ou
CuSO; a 30 °C, foram realizadas novas curvas de crescimento aumentando a concentragcdo das
moléculas (Mol 3 =128, 64 ¢ 32 ng/mL e Mol 14=32 e 8 pg/mL) a fim de melhor visualizar o defeito
sobre 0 H99 e sob o mutante Pcrr,.o/TRRI na presenca de CuSO; (Figura 75).
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Figura 75. Curvas de crescimento
das linhagens mutante Pcrg,
JTRRI e selvagem H99 em
presenca das moléculas inibitorias
(A) Molécula 3 (128, 64 e 32
pg/mL). (B) Molécula 14 (32 ¢ 8
pg/mL), crescidas em  YNB
contendo BCS (200 uM) ou CuSO,
(25 uM) a 30 °C apdés 72 h de
incubacdo no leitor de microplaca
(BioTek EON) Aggo nm.
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Os resultados da Figura 75A mostram que a molécula 3 consegue inibir o crescimento tanto da
cepa selvagem como da mutante nas concentragdes 128 e 64 pg/mL. Ja para a concentragdo de 32
pg/mL € observada uma reducdo de crescimento do mutante Pcrrso/TRRI na presenga de cobre (verde),
enquanto que com BCS + molécula 3 (cinza) ¢ observada uma curva parecida s6 com cobre (azul).
Assim, a molécula 3 na presenca de cobre tem um efeito pronunciado no crescimento celular
possivelmente devido a inibi¢ao do gene TRR1, sugerindo um efeito sinérgico que ¢ mantido ao longo
do tempo. Esse resultado preliminar supde que um ataque sobre a enzima antioxidante tioredoxina
redutase com a molécula inibitoria 3, aditiva a inibi¢do do crescimento do fungo patogénico C.
neoformans. A Figura 75B mostra o efeito inibitorio da molécula 14 na concentragdo 32 e 16 pg/mL
(n2o mostrado) sobre o fungo em ambas as cepas. Ja para a concentragdo de 8 ug/mL, pode-se ver que
a molécula 14 ndo tem efeito no crescimento celular quando 7RR/ ¢ inibida com cobre no intervalo de
0-72 h. Desse modo, a cepa mutante cultivada em BCS ou CuSO4na presenga ou auséncia da molécula

14, mostrou que as redugdes de crescimento com e sem este composto nao foram diferentes.

A avaliagdo do mutante Pcrrs./FAS (acido graxo sintase, componente de membrana lipidica)
com 8 pg/mL de fluconazol, detectou um efeito sinérgico entre as leveduras viaveis e a presenga de este
antifingico com o CuSO, (25 uM). Além disso, o fluconazol tornou-se fungicida nas cepas mutantes +
CuSOy as 72 h, com a morte total do indculo. Os autores atribuem esse resultado aos defeitos gerados
na membrana celular pelo bloqueio de ergosterol e do acido graxo. Pelo contrario, a caspofungina um
inibidor da enzima da parede celular em uma concentragdo de 4 ug/mL teve pouca atividade
anticriptococica e nao houve aumento detectavel da atividade antiflingica para as cepas mutantes Pcrra-

»/FAS. (Chayakulkeeree et al., 2007).
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5. CONCLUSOES CAPITULO III

O promotor endégeno do gene essencial TRRI de C. neoformans foi substituido pelo promotor
controlado por cobre Pcrzs...

Foi feita a constru¢do do cassete TRR1-mCherry e a Microscopia de fluorescéncia utilizando
essa linhagem confirmou a expressao da proteina fluorescente.

O promotor enddgeno do gene essencial TRRI de C. neoformans foi substituido pelo promotor
controlado por cobre Pcrzs.o.

A cepa mutante Pcms/TRRI apresentou-se mais sensivel a estressores como peroxido e
menadiona e a producao de capsula foi também afetada.

A capacidade de melaniza¢ao do mutante Perrso/ TRRI no meio MM ndo foi afetada.

Os resultados para a cepa mutante Pcrrs.o/TRRI em presenca de cobre demonstram que apos 48
h de inducdo da capsula, houve uma diminuicdo significativa do tamanho desta quando
comparado com H99.

O crescimento celular na presenca das moléculas antifiungicas nao inviabilizou completamente
o crescimento de Pcms/TRRI na presenca de CuSOs No entanto, com a molécula 3 na

concentragdo de 64pug/mL foi observado que as leveduras Pcrrseo/TRRI foram mais afetadas

quando comparadas com a cepa Pcrrso/ TRRI crescida s6 na presenca de cobre.

A quantificagdo das UFC mostrou que para a cepa mutante Pcsrso/TRR1, 0 nimero de células de
levedura quantificadas apos 12 h em presenca de cobre ¢ menor do que o numero de células da

cultura em BCS, confirmando a correta constru¢do do mutante condicional.

A molécula 3 afetou o crescimento da cepa mutante PCTR4-2/TRR1 quando suplementada com

25 uM de cobre.

190



PERSPECTIVAS
Para o conhecimento complementar da estrutura tridimensional e bioquimica da Trrl, pretende
se cristalizar a proteina no seu estado reduzido. Os dados adquiridos serdo de grande importancia

porque podem auxiliar no desenvolvimento de novas drogas.

Em longo prazo estima-se que sejam realizados os experimentos de co-cristalizagdo,
refinamento e resolugdo estrutural da proteina na presenca das moléculas inibidoras que apresentaram

atividade antifingica in vitro.

Ainda hé a expectativa de obten¢@o de cristais Trrl complexados com o seu substrato Trx1 e a
parametrizagdo do cofator NADPH para aumento da confiabilidade dos resultados de dindmica

molecular.

Considerando os resultados preliminares in vitro e in vivo, pretende-se modificar a estrutura
quimica das moléculas que apresentaram atividade antifingica visando uma maior eficiéncia da

atividade antifungica.
Co-localizar a proteina fluorescente TRR 1-mCherry na célula fungica.

Investigar o papel de TRRI (cepa mutante Pcrzso/TRRI) na regulacdo de vias de sinalizagdo

(Rad53) envolvidas na resposta ao estresse oxidativo em fungos patogénicos humanos.
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ANEXOS

1*- Anexo A, figuras ndo incluidas no artigo
Anexo A. Cristais de CnTrx1 obtidos utilizando os kits de cristalizacao

Na preparacdo do screening com a proteina CnTrxl, as gotas foram montadas utilizando
volumes iguais de 2 pL de proteina e 2uL da solugdo do precipitante (pogo). Algumas das condigdes
testadas obtiveram sucesso na formacgdo de cristais nas condigdes: N° 32 (2 M Ammonium sulfate) e
n°16 (0,1 M HEPES sodium pH 7,5 + 1,5 M lithium sulfate monohydrate) do Screen 1 da Hampton
Research, pelo método de difusdo de vapor em gota sentada. Apds analise mais criteriosa dos cristais,
feita por meio de verificagdo em microscopio optico e coramento do cristal com Izit Crystal Dye™
(Figura 1Sa), foi efetuada a otimizagdo das condi¢des descritas acima, através do refinamento que
incluiu variagdes no pH, variagcdo da concentragdo do agente precipitante, do sal, da proteina e do pH

do tampao.

Figura 1S. Fotomicrografia do crescimento dos cristais da proteina recombinante Trxl do fungo
patogénico C. neoformans. (A) Condigdo n°32: Sulfato de amonio 2 M. Cristais de Trx1 corados com Izit
Crystal Dye (proteina concentrada a 9 mg/mL). Cristais obtidos pelo método de difusdo de vapor em gota
suspensa. (B) Condi¢do n°16: 0,1 M de HEPES sodio pH 7,5 e 1,5 M de sulfato de litio monohidratado (proteina
concentrada a 15,26 mg/mL), cristais obtidos pelo método de difusdo em gota sentada.

A otimizagdo da condicdo n°32, incluiu variagdo do tampao na faixa de tamponamento de pH
7,6 a 8,5. A concentragao do agente precipitante foi variada na faixa de 1,5 a 2,2 M de sulfato de
amonio. O experimento de refinamento da CnTrx1 foi feito com a proteina em uma concentragdo de 9
mg/mL, aparecendo cristais nas seguintes condic¢des: Placa 1, C1: Tris HCI1 0,02 M pH 7,9 + 1,5 M de
sulfato de amonio, com dimensdes aproximadas (5x) de 224 microns horizontal, 196 microns

comprimento, 106 microns lado (Figura 2SA). C5: Tris HC1 0,02 M pH 7,9 + 1,9 M de sulfato de
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amonio, dimensodes dos cristais (5x) foi: 245 micras horizontal, 194 micras comprimento, 122 micras
lado (Figura 2SB). Placa 2, A2: Tris HCI 0,02 M pH 8,3 + 1,6 M de sulfato de aménio (tamanho dos
cristais aproximado de 336 microns horizontal, 235 microns comprimento, 119 microns lado) (Figura
2SC). A3: Tris HC1 0,02 M pH 8,3 + 1,7 M de sulfato de amonio (tamanho dos cristais: 124 microns
horizontal, 106 microns comprimento, 57 microns lado) (Figura 2SD). A6: Tris HC1 0,02 M pH 8,3 +
2 M de sulfato de amdnio (tamanho dos cristais: 230 microns horizontal, 218 microns comprimento,
101 microns lado) (Figura 2SE) e B6: Tris HCI 0,02 M pH 8,5 + 2 M de sulfato de amonio (tamanho
dos cristais 198 microns horizontal, 190 microns comprimento, 96 microns lado) (Figura 2SF). Placa
3, A2: Tris HCI 0,02 M pH 7,7 + 1,6 M de sulfato de amonio (380 microns horizontal, 327 microns
comprimento, 207 microns lado) (Figura 2SG). A3: Tris HCI 0,02 M pH 7,7 + 1,7 M de sulfato de
amoénio (dimensdes de 228 microns horizontal, 213 microns comprimento, 101 microns lado) (Figura
2SH). A4: Tris HCI 0,02 M pH 7,7 + 1,8 M de sulfato de amoénio (132 microns horizontal, 98 microns
comprimento, 49 microns lado) (Figura 2SI). B6: Tris HCI 0,02 M pH 7,8 + 2 M de sulfato de amonio
(466 microns horizontal, 371 micras comprimento, 236 microns lado) (Figura 2SJ). C6: Tris HCI1 0,02
M pH 7,9 + 2 M de sulfato de amonio (488 microns horizontal, 416 microns comprimento, 256
microns lado) (Figura 2SK). Placa 4, B6: Tris HCI 0,02 M pH 8,5 + 2 M de sulfato de aménio (304
microns horizontal, 264 microns comprimento, 147 microns lado) (Figura 2SL). Nas ultimas duas
placas foi usado o método do seeding, passando com um fio de nylon o cristal triturado sobre novas
gotas. Em varios pogos destas placas apareceram multiplos cristais em forma de agulha. E possivel que
a variedade de condi¢cdes onde foram encontrados os cristais, esteja associado ao grau de pureza da
amostra de proteina que foi comprovado no padrdo de bandas encontrado na eletroforese em gel de

poliacrilamida 15%.

210



Figura 2S. Fotomicrografia das condicoes de refinamento da proteina recombinante Trx1 de C.
neoformans, a partir da condi¢cao n°32 do kit I Crystal Screen da Hampton Research.
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Anexo B.

Tabela 4. Dados obtidos através de DLS das fracdes provenientes da purificacdo de CnTrrl

Fracao Distribui¢io Tamanho Pd Intensidade  Massa Pico

(amostra_Trr) (r.nm) (%) (%) (%) polidispersao
(0,10 mg/mL) + tampdo Pico 1 32,63 11,7 18,2 22,6 Monodispersa
citrato de sodio pH 5,0 Pico 2 229,7 15,2 81,8 77,4 Monodispersa
(0,10 mg/mL) + tampao tris Pico 1 28,24 4,4 6,8 100,0 Monodispersa
pH 6,0 Pico 2 327,0 7,0 93,2 0,0 Monodispersa
(0,15 mg/mL) + tampao tris Pico 1 206,2 3,1 100,0 51,2 Monodispersa
pH 7,0 Pico 2 0 0,0 0,0
(0,16 mg/mL) + tampado tris Pico 1 22,0 5,6 8,3 32,9 Monodispersa
pH 7.5 Pico 2 2212 9,8 91,7 67,1 Monodispersa
(0,20 mg/mL) + tampao tris Pico 1 33,5 7,9 12,6 68,0 Monodispersa
pH 8,0 Pico 2 201,4 12,1 87,4 32,0 Monodispersa
(0,12 mg/mL) + tampao tris Pico 1 17,01 4.4 6,0 49,7 Monodispersa
pH 8,5 Pico 2 126,3 6,5 94,0 50,3 Monodispersa
(0,13 mg/mL) + tampao tris Pico 1 30,08 14,1 25,6 100,0 Monodispersa
pH 9,0 Pico 2 166,9 92 84,4 0,0 Monodispersa
Trrl + NADPH (4mg) — tris Pico 1 29,08 10,9 20,9 59,0 Monodispersa
pH 8,0 Pico 2 207,0 15,2 79,1 41,0 Monodispersa

r.nm raio hidrodindmico, Pd polidispersividade.

Essa técnica ¢ util para informar sobre a polidispersidade de uma amostra, ja que ¢ sensivel a

agregacdo e consequentemente, tentar predizer uma melhor capacidade de formar cristais. Isso ocorre

porque observagdes empiricas sugerem que macromoléculas monodispersas (com todas as particulas do

mesmo tamanho), sob condigdes normais de solvente, cristalizam mais facilmente (D’Amar e Burley,

1994).
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Anexo C. Cristalizacdo de CnTrrl

A observagdo de material cristalino em alguma das condigdes, mesmo que de tamanho e
morfologia inadequados, era ponto de partida para que monocristais apropriados aos experimentos de
difracdo de raios X foram obtidos. Crescimento de pequenos cristais em agulha e pequenos bastdes
(Figura 21A) foram observados nas seguintes condi¢des quando a proteina foi concentrada em 11 mg/

mL:

Kit 1:

condi¢@o n°4 : 0,1 M tris-HCI pH 8,5 + 2,0 M sulfato de amonio

condi¢@o n°16: 0,1 M hepes sodio pH 7,5 + 1,5 M sulfato de litio monohidratado

condic¢ao n°17: 0,2 M sulfato de litio monohidratado + 0,1M tris-HCI pH 8,5 + 30% w/v PEG 4000
condi¢ao n°19: 0,2 M acetato de amoénio + 0,1M tris-HCI pH 8,5 + 30% v/v 2-propanol

condi¢@o n°23: 0,2 M cloreto de magnésio hexahidrato + 0,1 M hepes sodio pH 7,5 + 30% v/v PEG
400

Kit 2:

condicao n°16: 0,5 M cloreto de sddio + 0,1M citrato de sodio tribasico pH 5,6 + 2% v/v Polimero de
etileno imina

condicao n°24: 0,05 M cloreto de césio + 0,1 M MES monohidrato pH 6,5 + 30% v/v jeffamine M-600

condicdao n°27: 0,01 M sulfato de zinco heptahidratado + 0,1M MES monohidrato pH 6,5 + 25% v/v
PEG monoetil eter 550

condig@o n°42: 1,5 M sulfato de aménio + 0,1 M tris-HCI pH 8,5 + 12% v/v glicerol

A condicao n°34: 0,05 M sulfato de cadmio + 0,1 M hepes sodio pH 7,5 + 1,0 M acetato de
sodio trihidratado, apresentou formacdo de cristais ovais irregulares, que foram confirmados pela
coracdo com o Izit (Figura 21B).

Para cada uma das condi¢des mencionadas, ensaios de refinamento foram realizados na proteina
CnTrrl nas concentragdes de 28 mg/mL até 35 mg/mL. A optimizagdo dessas condigdes baseou se na
variacao do tipo e concentracao de sal, além de variagdo do pH e concentracao de PEGs. Assim, cristais
em forma de placa foram observados quando a proteina foi concentrada a 35 mg/mL com adigao de 20

uM de FAD, na condi¢do de refinamento contendo: 0,2 M sulfato de amoénio + 0,1 M cacodilato de
sodio (na faixa de pH 6.4 -6.6) + 28 - 32% w/w PEG 8000 (Figura 21C).
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Figura 21. Fotomicrografia do crescimento dos cristais da proteina recombinante CnTrrl. Condi¢des de
cristalizagdo selecionadas para o refinamento. (A) CnTrrl condi¢do n°34 do kit Crystal Screen 11, com obtencao
de pequenos cristais na forma oval. (B) CnTrrl condigdo n°42 do kit Crystal Screen 1I, com obtengdo de
pequenos cristais na forma de agulhas e bastdes. Cristais corados com o Izit Crystal Dye. (C) CnTrrl condigdo
n°l5 do kit Crystal Screen 1, com obten¢do de cristais em forma de placas superpostas, a proteina foi
concentrada a 35mg/mL.
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Anexo D.

Teste da atividade citotoxica da molécula 3 em macrofagos murinos

Ap0s os animais receber injecdes intraperitoneais de tioglicolato a 4% e permaneceram no
biotério por 4 dias, as células recolhidas foram centrifugadas a 300 X g por 5 min na temperatura de 4
°C. O sobrenadante foi dispensado e o pellet ressuspendido no mesmo tipo de meio usado para coleta-
las. Esse procedimento foi realizado mais duas vezes, porém, na ultima vez, as células foram
ressuspendidas em meio RPMI-1640 suplementado com bicarbonato de sodio e 2% de soro fetal
bovino (SFB). Em 10 pL dessa mistura foi adicionada a mesma quantidade do corante azul de Tripan e
foi feita a contagem das células no hemocitometro. A concentracdo da suspensdo foi ajustada para
4x10° células/mL, para que houvesse 2x10° células/pogo, na placa de 96 pogos. Esta, foi armazenada em
uma estufa umida a 37 °C, por 24 h, para que as células pudessem se aderir a placa. Apos esse periodo,
o sobrenadante foi descartado e as células aderidas foram consideradas macrofagos. Foram

adicionados, entdo, 50 pL de meio de cultura suplementados com 2% de SFB em cada um dos pocos.

A molécula foi diluida da mesma maneira feita para os testes de atividade hemolitica e cada

poco recebeu 50 uLL da molécula na concentracao desejada. A placa retornou a estufa por mais 24 h.

Apo6s esse periodo de incubacdo, parte do sobrenadante foi retirado. A verificagdo da
viabilidade celular foi feita por meio da dosagem da enzima citoplasmatica lactato desidrogenase
(LDH), que ¢ liberada no meio extracelular apenas quando ha ruptura da membrana plasmatica, com o
kit Cytotox 96® (Promega), seguindo as instrugdes do fabricante. Brevemente, foram recolhidos 50 pL
de cada pogo e transferidos para uma placa de 96 pogos, de fundo chato e 50 uL do substrato foi
adicionado em cada pogo. Ap6s 30 min, colocou-se 50 uL da solugao de parada e foi feita a leitura em
um espetrofotdmetro no comprimento de onda de 490 nm. Como a coloragdo observada ¢ proporcional

a quantidade de células lisadas,
O percentual de viabilidade foi gerado a partir da férmula (Eq. 16):
% Citotoxicidade= (DOs) / (DO1g) x 100 (Eq. 16)

sendo “DOs” a densidade optica da amostra ¢ “DO,¢” a densidade optica do controle

positivo para a viabilidade celular (c€lulas nao estimuladas, viaveis).
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Anexo E.

Teste de citotoxicidade e ensaio in vivo utilizando o modelo experimental de Criptococose

Esses resultados foram realizados pela Doutora Erika S. Kioshima que faz parte do projeto de
pesquisa maior: “Pos-genoma de fungos patogénicos humanos visando o desenvolvimento de novas
drogas antifingicas” sobre a coordenacdo da Profa. Dra. Maria Sueli. Todos os dados mostrados ainda

ndo foram publicados, mas os autores autorizam a divulgagao dos resultados.

Metodologia

Teste de Citotoxicidade in vitro

A agdo citotoxica das small molecules foi investigada através do ensaio colorimétrico com sal
de tetrazolium (MTS (3-[4,5-dimethylthiazol- 2-yl]- 5-[3- carboxymethoxyphenyl]-2- [4-sulfophenyl]-
2H-tetrazolium) (Promega, Madison, WI). Esse ensaio visou quantificar as células vidveis que sdo
capazes de metabolizar o MTS a um composto denominado formazan e, assim, obter informagdes sobre
a citotoxicidade. Para estes ensaios, as células HelLa foram incubadas em placas de cultura de fundo
chato de 96 pogos, mantidos em DMEM (Meio Dulbecco Modificado por Eagle) com 5% de soro fetal
bovino completo, e tratadas a diferentes concentragdes das substincias a serem testadas. Estas células
permaneceram em exposicao por 24 horas e apos esse periodo, foram adicionados solu¢ao de MTS a
cada poco e incubada por 180 min. em estufa de CO, (5%) a 37 °C. A viabilidade celular foi
determinada pela densidade Optica em espectrofotdmetro com filtro de 490 nm. A citotoxicidade dos
compostos sera apresentada como a média de trés experimentos independentes com trés réplicas para
cada composto e concentragdo. As porcentagens de viabilidade celular foram calculadas em relagao aos

controles celulares.
Ensaios in vivo utilizando o modelo experimental de Criptococose
Aspectos Eticos

Foram utilizados Camundongos Balb/c com aproximadamente seis semanas de idade, criados
nas instalagdes Animal da Universidade Estadual de Maringa, Brasil. E importante ressaltar, que o
plano de trabalho deste projeto foi aprovado pelo Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em
Experimentagao desta Institui¢ao, sob o nimero de protocolo n°160/2013. Os animais foram tratados de

acordo com as recomendagdes descritas na resolucao n°33 do CONCEA.
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Ensaio in vivo utilizando o modelo experimental de Criptococcose

Os camundongos da linhagem Balb/c foram separados em 3 grupos: grupo de tratamento com a
LMMS (molécula 14), grupo de tratamento com anfotericina B e grupo controle (tratado com PBS).
Uma suspensio em salina de 2 x 10° Criptococcus neoformans foi inoculada na veia lateral da cauda e
apos 3 horas da infecg¢do, iniciou-se o tratamento. O composto foi administrado a 5Smgkg™

anfotericina a Imgkg™, 2x/dia durante 5 dias, pela via endovenosa.

Resultados
Ensaio de Citotoxicidade in vitro para a LMMS5 (Mol 14).

A Figura 1 demonstra os resultados da avaliacdo de toxicidade em células (in vitro) do
composto selecionado (Mol 14) e o diluente (DMSO), em células HeLa em 24 horas. Como podemos
observar, para LMMS5 houve reducdo significativa da viabilidade celular na concentracdo de 256

pg/mL. O diluente (DMSO) nao apresentou toxicidade significativa em nenhum dos parametros

| | ‘ ‘

25612864 32 168 4 2 05
Concentragdao do Composto (ngmL)

avaliados.

120+
100+

% Viabilidade celular
g g

Figura 1. Citotoxicidade in vitro da molécula 14 sobre celulas HeLa. Mol 14 foi testada nas concentragdes de
256 a 0.5 pg/mL, e a viabilidade celular foi avaliada pela atividade mitocondrial das células utilizando o kit
CellTiter 96® AQ,eous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS), ap6s 24 horas de incubagdo. A porcentagem
de células viaveis apds a exposicdo da Mol 14 nas diferentes concentragdes, foi avaliada considerando células
sem tratamento como 100% de viabilidade. Os experimentos foram realizados em triplicata, e as barras indicam
o desvio padrdo. *p<0.05, reducdo estatisticamente significante quando comparado as outras concentragdes.
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Ensaio in vivo utilizando o modelo experimental de Criptococose.

Os resultados utilizando o modelo experimental in vivo de criptococose apontou que o
composto LMMS5 (Mol _14) nao foi capaz de reduzir de maneira significativa a carga fungica (UFC)

nos orgaos alvos (p<0,05) com relag@o ao controle, como mostrado na Figura 2.

(=2}
1

@8 Control
LMMS5

@ Anfotericina B

Log CFU/gtecido
S = b o & @
4
o
-

Figura 2. Criptococose Experimental. Atividade antifingica in vivo do composto LMMS5. Unidades
Formadoras de Colénia (Logiy UFC) do Cérebro, Pulmio e Bago infectado com Cryptococcus neoformans.
Controle: animais tratados com diluente dos compostos. AnfoB: animais tratados com Anfotericina B 1mg/kg.
LMMS5: animais tratados com o composto LMMS5 5mg/kg. Todos tratamentos foram realizados durante 5 dias.
Os experimentos foram realizados em triplicata, e as barras indicam o desvio padrdo. *p<0.05, reducdo
estatisticamente significante quando comparado com o controle.
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Anexo F. Tabela 14. Oligonucleotideos utilizados no estudo de 7TRR em C. neoformans.

Primer Descricéio Tipo Sequéncia Alvo Uso
LF364 |HygF-CTR4 F |CATGCAGGATTCGAGTGGC |HYG Dupla junta (Hyg-Pcrrs)
5’ hyg>>>> ATG Amplificar HYG de pPZPHPH
LF450 |hygR R |GGAGCCATGAAGATCCTGA |HYG  |Amplificar HYG de pPZPHPH
3’ hyg<<<< GGA
LF451 |CTR4-F F |ATATTGCTGTTTCTACAGAG |Pcrpy Amplificar Pcrrs (Chayakulkeeree
GT et al., 2007)
LF452 |Novo CTR4.2R R |ATGGATTGGTGAAGTCGTT |Pczpy Dupla junta (Hyg-Pcrrs)
GTCG Amplificar Perry
LF366 |TrrlSUTRFCTR | F |GTTGATAGAATGCATGGCA |TRR Dupla junta (Pcrrs-TRR)
4 GCGAGGGCAA
LF367 |HygR- R |CACTCGAATCCTGCATGGG |TRR Dupla junta (Pcrrs-TRR)
Trr15SUTRR2 CGCTAACTTCTT
NSL_hph-LF28 R |CTGACCTATTGCATCTCCCG |Pcrzy Dupla junta (para Hyg-Pcrzs)
C
NSR_hph-LF29 | F |AGCTCTCGGAGGGCGAAGA |Pcrpy Dupla junta (para Hyg-Pcrzy)
AT
LF481 |[TRRORF-NewB | F |ATGTCTCCCATCGCCAA TRR Dupla junta (Pcrrs-TRR)
LF453 |Novo CTR4- R |GAGCTCGGAACTTATCCATC | TRR Dupla junta (Pcrzs-TRR)
TRRORFR
LF370 |TRRSUTRFChk | F |GGTATCATGATCTTTCTCGG |TRR Confirmacgao da integragdo do
cassete
LF379 |[TRR3UTRRChk | R |GATATCAATGACGAGTGC |TRR Confirmacao da integracdo do
R cassete
LF371 |mCherryFtagg F |ATGGTGAGCAAGGGCGAG |pCN51 |Dupla junta (para pCN51)
LF372 |NatmCherrytagg | R |CCTAAGAATTCGTGAAGGC |pCNS51 |Dupla junta (para pCN51)
R G
LF373 |NatmCcherryF F |GTTGTCTGTAGATAGATTAA |pCNS51 |Dupla junta (para pCN51)
TG
LF374 |NatmCherryR R |CCTTGAATAGAGTCACTTTT |pCNS51 |Dupla junta (para pCN51)
G
LF375 | TrrlmCherryF F |GCTGATAGGTTATGTCAGAC | TRR Dupla junta (para pCN51-TRR)
CTCACCAAGTA
LF376 |TrrMcherryR R |CTCGCCCTTGCTCACCATICT | TRR Dupla junta (para pCN51-TRR)
CCTTGTCAGTGC
LF377 |McherryTrr3UT F |CAAAAGTGACTCTATTCAA |TRR Dupla junta (para pCN51-TRR)
RF GG GAAGAGAGGTCAAA
LF378 |McherryTrr3UT | R |GGAATAAGAGGACAGATGA |TRR Dupla junta (para pCN51-7RR)
RR CGA
LF380 |[NATMcherryFC | F |GCACCTAGCACCCATG pCN51 | Confirmagao da integragdo do
hk cassete mcherry

F, Forward; R, Reverse
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Anexo G.

Promotor regulado em C. neoformans usando o promotor CTR4

Esquema da transcri¢do mediada por Cuflp. A pequena esfera verde associada com Cuflp representa o
cobre, e a forma azul representa a maquinaria de transcricdo. BCS: Acido batocuproinedisulfonico.
Fonte: adaptado de: Ory et al., (2004).
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Anexo H.
Caracterizacdo funcional de Rad53 de Cryptococcus neoformans

Em 2010, da Silva Dantas e cols. revelaram que a quinase de checkpoint Rad53 em células
trxIA de C. albicans ¢é hiperativada em resposta ao H,O, e ¢ essencial para o crescimento polarizado
induzido pelo H,O,. Embora a Trx1 regula a principal resposta ao estresse oxidativo através das vias
Capl e Hogl, os dados demostraram que nenhuma dessas vias esta envolvida no crescimento celular
polarizado em C. albicans, no entanto, Rad53 desempenhava um papel central na mediagdo de
crescimento celular polarizado em resposta aos insultos genotoxicos (HU e MMS). Dantas e cols.,
revelaram que os mutantes rad53A sdo importantes para a resposta celular as ROS, demostrado pelo
aumento da sensibilidade das células ao H,O, SmM. A analise de western-blot evidenciou que, Rad53
torna-se hiperfosforilada em resposta ao H»O,, e significativamente hiperfosforilada em células #rx/A
sobre condicdes de estresse. Concluindo que, a exposi¢do celular ao H>O, e a inativagdo de Trx1, sugere

fortemente a ativagdo da Rad53 checkpoint (da Silva Dantas et al., 2010).

A partir desses resultados, surgiu uma colaboragdo com a Dra. Alessandra Dantas, com o intuito
de revelar o papel de Rad53 em C. neoformans e sua interagdo com o gene essencial TRR1. As buscas
no PubMed até o ano 2016, revelavam que ndo existia nenhum estudo de Rad53 em C. neoformans.
Especificamente os estudos avaliavam a funcionalidade desse gene no fungo C. albicans e nas
leveduras S. cerevisiae e S. pombe. (Cartagena-Lirola et al., 2008; Tanaka e Russell, 2004). Sendo
assim, como RADS53 ¢ um gene que traduz uma proteina que ¢ regulada por Trxl em C. albicans, e
como este gene faz parte do sistema tioredoxina que tem um papel central na viruléncia de C.
neoformans, o gene RADS53 foi deletado e os fenotipos caracterizados pelos testes de viabilidade celular
e resisténcia ao estresse oxidativo e estresse genotoxico. Uma vez que a Trrl regula a funcdo de Trx1,
espera-se que Trrl e Trx1 regulem a atividade do mesmo conjunto de proteinas (neste caso o Rad53),
sendo assim a delecdo de TRRI ou TRXI, resultariam em fendtipos similares. Entretanto, sabe-se que
em C. neoformans dele¢do de TRRI resulta na perda de viabilidade enquanto mutantes trx/A
apresentam um defeito grave de crescimento e sdo sensiveis a o estresse oxidativo (Missal e Lodge

2005).

Estudos preliminares mostraram que ao contrario dos resultados obtidos em C. albicans,
Arad53 em C. neoformans nao apresentou defeito de crescimento em relagdo a alta temperatura,
estresse oxidativo (H»0,) e estresse osmético (KCl, NaCl), mas, a capsula foi observada diminuida em
comparacao com a cepa do tipo selvagem. Devido a magnitude dos experimentos, os estudos em Rad53

foram conduzidos pela Profa. Larissa Fernandes Matos e a sua estudante de graduagdo Narla
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Verorrayne Gongalo Pimentel que deram continuidade aos testes genotoxicos e de viruléncia. O
trabalho resultante foi apresentado como Trabalho de Conclusdo de Curso em junho de 2017 e na
modalidade de poster no congresso “10th [International conference on Cryptococcus and

Cryptococcosis”, Foz do Iguagu, Brasil, 2017, os quais fui colaboradora:
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tein kinase that is phosphorylated and activated in

response to DNA damage. When the events of the cell cycle are disrupted, the checkpoint proteins
block the cell cycle progression until DNA repair process is completed. In Saccahromyces cerevisiae,
Rad53 plays important roles in the G1, S, and G2 phases of the cell cycle, mediates most of the
responses after DNA damage and is involved in tolerance to UV exposure. In this work, we show the
preliminary data related to the Rad53 functional characterization in C. neoformans. It is not an
essential gene, as the mutant rad53A was obtained by homologous recombination of Hygromycin B
resistance marker (HPH). Integration of the HPH marker into the RAD53 locus was confirmed by PCR
and Southern blot. The mutant did not display any growth defect in regard to high temperature,
oxidative stress (H202 and menadione), osmotic stress (KCI, NaCl) and cell wall stress (Congo Red
and Calcofluor white). We also evaluated the production of virulence factors in rad534A, urease,
phospholipase, melanin and capsule. Only capsule was decreased when compared to the wild type
strain. The response of rad53A to genotoxic insults, including hydroxyurea (HU) which inhibits DNA
synthesis, methylmethane sulfonate (MMS) that disrupts cell cycle due to DNA alkylation and UV
radiation, were also evaluated. The mutant Arad53 showed a growth defect at 0.04% of MMS, at 150
and 200 mM of HU and after exposition to UV radiation (60-360 J/Im2) as compared to the wild type.
Faced with the absence of data related to the functionality of Rad53 in C. neoformans, these results
suggest thatit plays animportantrole in the cell cycle regulation in response to genotoxic stress.

Rad53 is a eukaryote conserved prof
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