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RESUMO

Santos, M. C. Estudos estruturais e funcionais de Tsal de Saccharomyces cerevisiae: um
modelo biol6gico para o estudo de inibidores de crescimento celular para leucemia
linfoide aguda. 2017. 58f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Séo Paulo, S&o Paulo, 2017.

As peroxirredoxinas (Prx) sdo enzimas antioxidantes que se destacam pela ca6pacidade de
decompor uma grande variedade de hidroperéxidos com elevada eficiéncia (10°-~108M?s™),
mantendo essas moléculas em niveis adequados a homeostase celular. Entretanto, ja foi
demonstrado que em diversos tipos tumorais 0s niveis de Prx sdo extremamente aumentados e
experimentos envolvendo sua inativacdo resultam na diferenciacdo ou apoptose de células
tumorais. Recentemente, foi descoberto um diterpendide denominado adenantina que seria 0
primeiro inibidor para as Prx1 e Prx2 de humanos e foi demonstrada que sua aplicacdo em
células de leucemia mieloide aguda promoveu diferenciagdo ou apoptose dessas células.
Nesse contexto, o presente trabalho apresenta duas vertentes: 1) A caracterizacdo das
alteracdes estruturais e funcionais promovidas pela ligacdo da adenantina ao sitio ativo das
Prx utilizando Tsal de Saccharomyces cerevisiae como modelo biologico, em funcdo da sua
alta similaridade com Prx2 de humanos; 2) Avaliacdo da atividade antitumoral dose
dependente de adenantina sobre as linhagens celulares REH e MOLT-4 de leucemia linfoide
aguda. No que concerne a primeira linha de investigacéo, nossos resultados revelam que Tsal
é suscetivel a inibicdo por adenantina, uma vez que o tratamento reduziu em ~66 % a
velocidade de decomposicdo de peréxido de hidrogénio. Adicionalmente, a mutacio da Thr**
de Tsal, pertencente a chamada triade catalitica, por uma Ser resultou em uma proteina mais
suscetivel a alteragdes na estrutura secundaria e a inibicdo da atividade peroxidasica em
funcdo da ligacdo com adenantina, apresentando uma diminuicdo de ~85% na velocidade de
reacdo. Caracteristicas semelhantes foram observadas para a proteoforma Tsa2 de S.
cerevisiae, que carreia naturalmente a substituicio da Thr** pela Ser. Analises de sequéncias
de Prx em bancos de dados revelaram que majoritariamente proteinas contendo Ser sdo
encontradas em organismos procariotos, muitos deles patogénicos. Finalmente, demonstramos
por meio de ensaios citotoxicidade que as bactérias Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis, que possuem uma Ser na triade catalitica, tém seu crescimento inibido pelo
tratamento com adenantina (ICsp de 460uM e 77uM, respectivamente), enquanto que para
Escherichia coli, que possui Thr nessa posicdo, a toxicidade da adenantina foi bastante baixa
(ndo foi possivel determinar o ICso nas condicdes utilizadas). Dessa forma, os dados
apresentados neste trabalho demonstram o potencial da utilizacdo da adenantina tanto como
antibiotico quanto como antileucémico.

Palavras chave: Peroxirredoxinas. Adenantina. Inibicdo enzimatica. Leucemia linfoide aguda.
Antibiotico.



ABSTRACT

Santos, M. C. Functional and structural evaluation of Tsal from S. cerevisiae: a
biological model for study of cellular growth inhibitors for acute lymphocytic leukemia.
2017. 58f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Sdo Paulo, S&o Paulo, 2017.

Peroxiredoxins (Prx) are antioxidant enzymes which stand out due the ability to decompose a
wide variety of hydroperoxides with high efficiency (10°-10°M™s™) maintaining these
molecules at suitable levels to cellular homeostasis and participating in several signaling
events. However, it has been shown that, in many tumor types, Prx levels are extremely
increased and experiments involving its inactivation have resulted in differentiation or
apoptosis of tumor cells. It was recently found a diterpenoid, called adenanthin, that would be
the first human Prx1 and Prx2 inhibitor and it was demonstrated that its application in acute
myeloid leukemia cells was able to promote differentiation or apoptosis. In this context, this
work presents two lines of research: 1) Characterization of structural and functional changes
promoted by adenanthin binding to Prx active site using Tsal from Saccharomyces cerevisiae
as biological model, due to its high similarity to human Prx2. 2) Evaluation of adenanthin
dose-dependent antitumor activity over the acute lymphoid leukemia cell lines REH and
MOLT-4. As regards the first line of research, our result reveal that Tsal is susceptible to
inhibition by adenanthin, since the treatment with this binder reduced the hydrogen peroxide
decomposition velocity in ~ 66%. In addition, the replacement of Thr** from Tsal, aminoacid
belonging to the so-called catalytic triad, by a Ser resulted in a protein more susceptible to
alterations in secondary structure and to peroxidase activity inhibition in function of
adenanthin binding, presenting ~85% of decrease in reaction velocity. Similar characteristics
were observed for Tsa2 proteoform from S. cerevisiae, which naturally carries the substitution
of Thr* by Ser. Prx sequences analyzes in databases revealed that mostly Ser-containing
proteins are found in prokaryotic organisms, many of them pathogenic ones. Finally, we
demonstrate through cytotoxicity assays that the bacteria Staphylococcus aureus and
Staphylococcus epidermidis, which have a Ser in catalytic triad, have their growth inhibited
by adenanthin treatment (ICso of 460uM and 77uM, respectively), whereas for Escherichia
Coli, which has Thr at that position, the tocyxicity of adenanthin was quite low (it was not
possible to determine the 1Cso under the used conditions). Regarding the second line of
investigation, we found that adenanthin is able to induce the death of leukemic cell lines REH
and MOLT-4, and for the last one, there was an unexpected proliferation of cells treated by
the longest incubation period (72 hours), characterizing a possible indication of differentiation
process. In this sense, the data presented here demonstrate the potential of adenanthin use in
both antibiotic and antileukemic treatments.

Keywords: Peroxiredoxins. Adenanthin. Enzyme inhibition. Acute lymphoid leukemia.
Antibiotic.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hidroperoxidos: tipos e relevancia em processos bioldgicos

Hidroperoxidos (HPx) constituem um grupo heterogéneo de moléculas presentes nos
organismos vivos e sdo representados pela formula geral R-OOH. O grupo R pode ser um
elemento quimico, como no caso do peroxinitrito (NOOH) e perdxido de hidrogénio (HOOH
ou H,0,), sendo o Gltimo o mais abundante nas células (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2010). Ainda, o grupo R também pode representar um grupo organico, como os HPx baseados
em aminoacidos (AA-OOH), proteinas (P-OOH) e lipideos (Lp-OOH), esses ultimos
representando os HPx organicos mais abundantes nos seres vivos (DAVIES, M J; FU; DEAN,
1995; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010; SEIFRIED et al., 2007). Em concentracfes
elevadas, os HPx sdo extremamente toxicos para as células e estdo relacionados com diversas
doencas em humanos como hipertensao, diabetes, mal de Alzheimer, processos inflamatérios,
cancer e processos de envelhecimento (DAVIES, MICHAEL J, 2005; FINKEL, 2003).

O H20; ndo é um radical livre, uma vez que ndo possui elétrons desemparelhados na
altima camada e é relativamente estavel. Adicionalmente, diversos trabalhos apontam sua
grande capacidade de difusdo em membranas celulares, incluindo a membrana nuclear e a
citoplasmatica, podendo atingir todos os compartimentos celulares e até mesmo células ou
tecidos vizinhos (DAVIES, M J; FU; DEAN, 1995; DAVIES, MICHAEL J, 2005; FINKEL,
2003; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010; SEIFRIED et al., 2007). Por sua vez, HPx como
0 NOOH e os Lp-OOH, podem promover uma reacdo em cadeia em membranas biologicas
promovendo peroxidacdo lipidica, o que causa desorganizacdo da membrana e perda de
fluidez, podendo culminar em seu rompimento (DAVIES, M J; FU; DEAN, 1995; DAVIES,
MICHAEL J, 2005; FINKEL, 2003; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010; SEIFRIED et al.,
2007). Entretanto, a maior toxicidade dos HPx ocorre de modo indireto através de sua
interacdo com metais de transicdo como o Fe*, gerando espécies radicalares como o radical
hidroxila ("OH ) através de reacdes como as de Fenton e Haber-Weiss (DAVIES, M J; FU;
DEAN, 1995; DAVIES, MICHAEL J, 2005; FINKEL, 2003; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2010; SEIFRIED et al., 2007). O radical ‘'OH é uma espécie altamente reativa, capaz de
oxidar carboidratos, lipidios, proteinas e DNA, sendo extremamente tdxica uma vez que as

celulas ndo dispdem de sistemas enziméticos envolvidos em sua decomposicao
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(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010; ROUAULT, 2015). Dessa forma, seria favoravel para
a célula que os HPx fossem decompostos rapidamente.

Por outro lado, trabalhos recentes tém demonstrado que, em baixas concentragdes, 0s
HPx desempenham papeéis fundamentais em processos celulares como ativacéo/repressdo de
fatores de transcrigdo, crescimento, eventos de sinalizagdo, senescéncia e apoptose (FINKEL,
2003; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010). Esses diferentes efeitos sdo o reflexo de
variagfes sutis nas concentracbes de HPx na célula ou do periodo de exposicdo a eles
(FINKEL, 2003; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010). Dessa forma, a homeostase celular é
atingida gragas ao balanco entre oxidantes e antioxidantes através de reagdes de oxido-
reducdo envolvendo a transferéncia de elétrons entre doadores (oxidados) e receptores
(reduzidos) (SEIFRIED et al., 2007). Nesse sentido, apesar das fungdes celulares exercidas
pelos HPx em baixos niveis celulares, seu excesso pode desequilibrar a homeostase celular
causando um fenbmeno conhecido como estresse oxidativo. Para manter o equilibrio
necessario e regular as atividades dos HPx, as células utilizam moléculas de baixo peso
molecular como a glutationa e o &cido ascorbico, dentre outras, bem como de enzimas
antioxidantes como as glutationa peroxidases (GPx), catalases (Cat) e peroxirredoxinas (Prx)
(DAY et al., 2012; KANG, S. W. et al.,, 2005; MONTEIRO et al., 2007; POWIS;
KIRKPATRICK, 2007; SZABO et al., 2009; THOMSEN; MILES, 1998) as quais serdo

discutidas em detalhe posteriormente.

1.2 Cancer e HPx

O céncer é a segunda maior causa de morte nos paises ocidentais. Segundo estimativas
da Organizacdao Mundial da Saiude (OMS), anualmente surgem 14,1 milhGes de novos casos e
ocorre um total de 8,2 milhdes de mortes por cancer, em todo o mundo. Embora o diagndstico
precoce seja de extrema importancia para o sucesso do tratamento desta doenca, ele nem
sempre significa a garantia de cura, pois 0s mecanismos pelos quais o cancer progride ainda
sdo pouco elucidados e, muitas vezes, os tratamentos sdo inespecificos, de baixa eficacia e
com grande diversidade de efeitos colaterais (EREJUWA; SULAIMAN; WAHAB, 2013;
HUSSAIN; HOFSETH; HARRIS, 2003).

Muitos pesquisadores consideram que o cancer € uma doenca genética causada pela
aquisicdo de multiplas mutagdes em genes que controlam a proliferacdo celular, morte celular
e instabilidade genbmica. Esta hipdtese, denominada de teoria da mutagdo somatica, tem sido

o paradigma predominante para explicar processos neoplasicos nas Gltimas décadas (LOPEZ-
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LAZARO, 2007). No entanto, um nimero crescente de evidéncias experimentais contradizem
esta hipoOtese e outras teorias estdo sendo desenvolvidas ou revisadas. Muito recentemente,
analises matematicas robustas indicam baixa influéncia do ambiente sobre as neoplasias e as
correlacionam com fatores genéticos baseados no nimero de divisdes de células tronco
levando em conta sua origem tecidual (LOPEZ-LAZARO, 2007). No entanto, é consenso que
as celulas tém de desenvolver varias capacidades de modo a tornar-se um tumor maligno
como: aumento da proliferacdo celular (causada, em parte, pela resisténcia a inibicdo do
crescimento e independéncia da estimulacdo mitogénica), resisténcia a apoptose,
imortalizacdo celular, aumento da angiogénese e invasdo/metéastase. Considera-se que a
instabilidade gendbmica é um evento chave que permite a aquisicdo destas
capacidades.(EREJUWA; SULAIMAN; WAHAB, 2013; HUSSAIN; HOFSETH; HARRIS,
2003; LOPEZ-LAZARO, 2007)

Neste contexto, diversos trabalhos demonstram que o0 aumento nas concentracdes
celulares de HPx pode explicar todas estas caracteristicas das células neoplasicas. Ja foi
demonstrado que os HPx estdo associados com danos no DNA, mutagdes e instabilidade
gendmica pela geracdo do "OH e varios estudos demonstraram que o H,O, pode induzir a
proliferacdo de células, resisténcia a apoptose, aumento da angiogénese, invasao tecidual e
metéstase (DAVIES, M J; FU; DEAN, 1995; DAVIES, MICHAEL J, 2005; EREJUWA,;
SULAIMAN; WAHAB, 2013; FINKEL, 2003; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010;
HUSSAIN; HOFSETH; HARRIS, 2003; LOPEZ-LAZARO, 2007; SEIFRIED et al., 2007).
De fato, estes estudos mostram que o aumento nos niveis de expressdo de peroxidases reduz
proliferacdo celular, promove a apoptose, e & capaz de inibir a invasdo, metastase e
angiogénese.

O papel dos HPx na carcinogénese € apoiado por dados experimentais que
demonstraram que as células cancerosas geralmente tém niveis elevados de H,0O,. Ja foi
demonstrado que varias linhagens de células tumorais, representando uma grande variedade
de tecidos, produzem elevadas quantidades de H,O,, comparaveis com as produzidas em
neutrofilos (LOPEZ-LAZARO, 2007). Entretanto, trabalhos recentes demonstram que um
aumento ainda maior dos niveis celulares de H,O,, usando drogas geradoras de HPXx, pode ser
uma maneira eficiente de matar as células cancerosas. De fato, o efeito anticancerigeno de
alguns agentes quimioterapicos correntemente utilizados no tratamento do cancer (Paclitaxel,
Docetaxel e Trioxido de arsénio, por exemplo) é mediada, pelo menos em parte, por um
aumento dos niveis celulares de HPx (ALEXANDRE et al., 2006; SATO et al., 2013; WOO

et al., 2002). Ainda ndo é bem compreendido por que concentracdes especificas de H,0;
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podem matar células cancerosas seletivamente. Tem sido proposto que, em células normais,
os niveis de HPx sdo regulados por peroxidases e mantidos adequados & homeostase,
enquanto que em células tumorais, esses niveis elevados de HPx se encontram no limiar de
citotoxicidade (Figura 1) (FLOHE et al., 2011; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010;
IMMENSCHUH; BAUMGART-VOGT, 2005; LOPEZ-LAZARO, 2007).

i=lizacao Transformacgao Morte
neoplasica celular

Nivels celulares de hidroper 6xidos
Figura 1: Diferentes efeitos biol6gicos em razdo da concentracao intracelular de HPx. Os baixos niveis de
HPx desempenham papeis fisiologicos na sinalizacdo celular. O aumento constitutivo dos niveis intracelulares de
HPx tem sido associado com o processo de carcinogénese. Niveis mais elevados de H,O, podem induzir a morte
celular.

1.3 Diversidade e caracteristicas de peroxidases

As principais peroxidases responsaveis por auxiliar na regulacdo dos niveis
intracelulares de HPx sdo representadas pelas enzimas Cat, GPx e Prx. Diversos trabalhos
utilizando RNA de interferéncia e knockout génico tem demonstrado que a inativacdo destas
enzimas interfere fortemente no estabelecimento, progressao e resisténcia a tratamentos por
radio e quimioterapia de neoplasias (FLOHE et al., 2011; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2010; IMMENSCHUH; BAUMGART-VOGT, 2005; KANG, D. H. et al., 2013; LOPEZ-
LAZARO, 2007).

Neste contexto, as Prx se destacam por aspectos como distribuicdo celular,
abundancia, reatividade sobre HPx e variedade de substratos. De fato, enquanto a Cat esta
normalmente presente no citosol e mitocondria, foram descritas seis proteoformas de Prx em
humanos e ratos (Prx1-Prx6), e cinco proteoformas em Saccharomyces cerevisiae (Tsal,
Tsa2, Ahpl, Prx1 e nTPx), as quais se encontram distribuidas pelo citoplasma, mitocéndria,
peroxissomo, reticulo endoplasmatico e nucleo (JANG et al., 2004; PARK et al., 2000;
WOOD, Z. A et al., 2003). Adicionalmente, ja foi demonstrado que, em eucariotos, as Prx
estdo entre as enzimas mais abundantes. Em S. cerevisiae somente a proteoforma citosolica
Tsal possui 378.000 copias por célula, muito superior as proteoformas de outras peroxidases
somadas como as Cat (8.000 copias/cél.) e as GPx (10.000 copias/cél.) (GHAEMMAGHAMI

et al., 2003). Seu ort6logo em humanos, a proteoforma Prx2, esta entre as dez enzimas mais
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abundantes nos mais distintos tipos celulares (HALL; KARPLUS; POOLE, 2009; WOOD, Z.
A et al.,, 2003). Outro aspecto de elevada importancia das Prx reside na variedade de
substratos e reatividade sobre eles. Enquanto a Cat é capaz de decompor somente H,O, com
constante de 10° M?s™, as Prx e as GPx apresentam constantes de segunda ordem de 10" M’
st e sdo capazes de decompor uma grande variedade de HPx, incluindo H,0,, Lp-OOH e
NOOH (OGUSUCU et al., 2007; TAIRUM et al., 2012). No caso das Prx, também foi
demonstrado que sdo capazes de decompor P-OOH e AA-OOH com eficiéncia moderada
(10°Ms™) (PESKIN et al., 2010).

1.4 Caracteristicas funcionais e estruturais de Prx

Em contraste com outras peroxidases, como Cat e Gpx, as Prx ndo possuem
grupamentos prostéticos ou residuos de selenocisteina e a decomposicdo do HPx é efetuado
por meio de um residuo de cisteina altamente reativo, denominado de cisteina peroxidasica
(Cp), localizado proximo a regido N-terminal da enzima (HALL; KARPLUS; POOLE, 2009;
TAIRUM et al., 2012; WOOD, Z. A et al., 2003). As Prx constituem uma familia de enzimas
bastante heterogénea e diversas classificagdes ja foram propostas, sendo que a mais utilizada
subdivide essas proteinas em trés grandes grupos (Prx 1-Cys, Prx 2-Cys tipicas e Prx 2-Cys
atipicas) de acordo com a quantidade de residuos de cisteina envolvidos no processo de
reducdo do peréxido (WOOD, Z. A et al., 2003). As Prx 1-Cys sdo proteinas homodiméricas
que apresentam apenas um residuo de cisteina (Cp) na regido N-terminal. Ja as Prx 2-Cys
possuem dois residuos de cisteina, um na regido N-terminal (Cp) e um segundo na C-terminal,
denominado de cisteina de resolucédo (Cg), que durante o ciclo catalitico forma um dissulfeto
Cp - Cg, sendo que as Prx 2-Cys tipicas apresentam-se em homodimeros e formam uma
ligacdo dissulfeto intermolecular durante o ciclo catalitico, e as Prx 2-Cys atipicas
apresentam-se como mondmeros ou dimeros e formam uma ponte dissulfeto intramolecular.
A partir daqui somente iremos nos referir as Prx 2-Cys tipicas, que sdo alvo desta
investigacao.

Na decomposicdo de HPx as Prx 2-Cys tipicas fazem uso de Cp, a qual é mantida na
forma de tiolato (Cp-S") em razdo do microambiente do sitio ativo, sendo posicionada entre
um residuo de Thr/Ser e uma Arg. A funcdo tiol (SH) de Cp ¢ fixada e polarizada pela ligacéo
de hidrogénio do grupo hidroxila da Thr e a dissociagio SH— S é forcada pelo grupo
guanidina carregado positivamente da cadeia lateral da Arg. Os residuos de Cp, Thr/Ser e Arg

estdo presentes em todas as Prx caracterizadas até o presente momento e coletivamente sao
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denominados de triade catalitica (FLOHE et al., 2011; GHAEMMAGHAMI et al., 2003;
HALL; KARPLUS; POOLE, 2009; IMMENSCHUH; BAUMGART-VOGT, 2005; JANG et
al., 2004; KANG, D. H. et al., 2013; PARK et al., 2000; WOOD, Z. A et al., 2003). Neste
microambiente, Cp é capaz de atacar a ligacdo O-O do HPx formando cisteina &cido sulfénico
(Cp-SOH) que subsequentemente é condensada em um dissulfeto intermolecular com a
cisteina de resolucdo (Cg). Para que a enzima seja capaz de decompor outra molécula de HPX,
é necesséria a redugdo do dissulfeto, uma tarefa frequentemente executada por uma proteina
de baixa massa molar (11 kDa) denominada de tiorredoxina (Trx). A Trx, por sua vez, recebe
equivalentes redutores do NADPH com o auxilio da proteina tiorredoxina redutase (TrxR) via
uma molécula de FAD (HOLMGREN; LU, 2010; PESKIN et al., 2010; TAIRUM et al.,
2012) (Figura 2).

Cysp
1

Cysg

SH SH
R-OH 4 Trx< - « TrxR < i « FADgep NADPH

Prx <

Figura 2: Sistema redutor das Prx 2-Cys. A ligacdo dissulfeto da Prx oxidada é reduzida pela enzima Trx que,
por sua vez, torna-se oxidada, sendo entdo reduzida pela enzima TrxR que utiliza elétrons provenientes do
NADPH via uma molécula de FAD.

Normalmente, as Prx 2-Cys tipicas sdo consideradas como homodimeros, entretanto,
diversos trabalhos demonstram que estas enzimas podem se apresentar como dimeros o2 e
decameros a2(5), através da associagdo de cinco dimeros (Figura 3) (PARSONAGE, DEREK
et al., 2005; TAIRUM et al., 2012) A hipotese levantada para esta associa¢do seria de uma
interacdo cooperativa entre os dimeros de forma a aumentar a eficiéncia catalitica na
decomposicdo de HPx (PARSONAGE, DEREK et al., 2005).
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Figura 3: Estruturas quaternarias apresentadas por Prx 2-Cys tipicas. A) Dimero de Tsal de levedura
representado em cartoon. Um mondmero € colorizado em verde e 0 mondmero adjacente em amarelo. B)
Decamero do tipo 02[5], formado pela associagdo de cinco dimeros. A unidade dimérica superior esta colorizada
em verde e amarelo e o restante dos dimeros esta representado em vermelho. As figuras foram geradas utilizando
as coordenadas da Prx Tsal de S. cerevisiae (PDB: 3SBC) com o auxilio do programa Pymol
(http://Aww.pymol.org/).

1.5 Envolvimento das Prx em eventos de crescimento celular e cancer

Ja foi demonstrado que as Prx1 e Prx2, duas proteoformas citosolicas de Prx de
mamiferos, sdo capazes de eliminar o H,O, intracelular gerado como resultado de estimulacéo
dos receptores de sinalizagdo celular localizados na membrana plasmatica(KANG, S. W. et
al., 2005). A superexpressdo de Prx1 e Prx2 em células em cultura reduz drasticamente os
niveis intracelulares de H,O, gerados em resposta ao PDGF (fator de crescimento derivado de
plaquetas), EGF (fator de crescimento epidérmico), TSH (tirotropina) e TRAIL (ligantes
indutores de apoptose relacionados a TNF (fator de necrose tumoral)) (KANG, S. W. et al.,
2005). Adicionalmente, foi observado que a expressdo destas proteinas também levou ao
bloqueio da atividade do ativador de transcricdo NFkB (fator nuclear kappa B). Esse ativador
é induzido pela adicdo extracelular de H,0O,, permitindo a apoptose de células de cancer
cervical pela atividade de membros da familia TNF (LEE, J. Y. et al., 2009; MIKI; FUNATO,
2012). Também ja foi evidenciado que Prx2 regula MAPK distintas. Sob estimulacéo de TNF,
na qual a atividade de Prx2 foi blogueada ou parcialmente abolida (knockout ou RNA de
interferéncia), a atividade de JNK (c-Jun N-terminal quinase) e P38 MAPK (proteina quinase
ativada por mitégeno) foi aumentada (KANG, S. W. et al., 2005). Na tentativa de relacionar
Prx1 e Prx2 com eventos de crescimento celular, varios trabalhos demonstraram que essas
proteoformas apresentam niveis elevados em tipos distintos de canceres em diferentes érgaos
e tecidos como esdfago, pancreas, tireoide, pulmao e mama (KANG, S. W. et al., 2005; LEE,
J. Y. etal.,, 2009; MIKI; FUNATO, 2012). A elevada expressao também relaciona Prx1/Prx2
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a um fendtipo mais agressivo de células cancerosas, em razdo de uma maior resisténcia a
quimioterapia e a radioterapia (KANG, S. W. et al., 2005; LEE, J. Y. et al., 2009; MIKI;
FUNATO, 2012).

Em adicdo aos tumores solidos descritos acima, também ja foi demonstrado o
envolvimento de Prx em neoplasias de células sanguineas, coletivamente denominadas de
leucemias. As leucemias as ser subdivididas de acordo com o tipo celular de origem como
leucemia linfoide ou leucemia mieloide, ambas podendo apresentar-se como agudas ou
cronicas. Diversos resultados experimentais indicam que o sinal promovido por HPX
desempenha um papel importante nos sistemas hematopoiéticos, que convergem para 0
conceito de que a modulagcdo da abundancia de HPx é critico na regulacdo do equilibrio entre
auto-renovacao e diferenciacdo das células tronco hematopoiéticas (ZHOU; SHAO; SPITZ,
2015). De fato, ja foi proposto o aumento do nivel de H,O, como um fator intracelular
fundamental para a diferenciacdo das células mieloides e linfoides e varias investigacoes
demonstram que os mecanismos de sinalizacdo dependentes de HPx contribuem para a
interrupcao do crescimento e/ou inducdo de diferenciacdo de linhagens de células leucémicas.
Neste contexto, ja foi demonstrado que a Prx2 se encontra significativamente aumentada em
quase todos os subtipos de leucemia mieloide aguda (LMA) sendo considerada um alvo
potencial para farmacos antitumorais (LIU et al.,, 2012, 2013; LUDIN et al., 2014,
TOTHOVA et al., 2007).

1.6 Inibicéo de Prx2-Cys tipicas por adenantina e efeito em células tumorais

Os compostos extraidos de plantas despertam um interesse especial da industria
farmacéutica em funcao de sua potencialidade para o desenvolvimento de novas drogas. Entre
esses compostos naturais encontram-se os diterpendides, uma ampla classe de metabdlitos
secundarios com significativa atividade bioldgica que vem sendo investigada quanto a sua
eficAicia no tratamento de diversas doencas como cancer, doencas cardiovasculares e
inflamatérias (TIRAPELLI et al., 2008). Recentemente, foi demonstrado que a adenantina,
um diterpendide extraido das folhas de Isodon adenantha, possui propriedades antitumorais
(LIU et al., 2012, 2013). Liu e colaboradores (2012) observaram que a adenantina possui a
capacidade de induzir a diferenciacdo de células de LMA, a forma de leucemia aguda mais
comum entre adultos (LIU et al., 2012). Na LMA ocorre um bloqueio da diferenciacdo de

celulas sanguineas em estagios especificos de maturacdo, impedindo a especializagdo celular
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e levando a proliferacdo descontrolada de células leucémicas. Acredita-se que essa
diferenciagéo seja mediada por HPx, em especial o0 H,O,, e portanto, regulada por peroxidases
(LIU et al., 2012).

Através de analises bioquimicas e de biologia molecular foi demonstrado que os alvos
biolégicos da adenantina eram as proteoformas citosolicas Prxl e Prx2, as quais s&o
evolutivamente relacionadas e possuem homologia na sequéncia de aminoécidos (78% de
identidade e 91% de similaridade) (LEE, W. et al., 2007). Apesar de Prxl e Prx2
apresentarem similaridades com outras proteoformas de Prx humanas (Prx3, Prx4, Prx5 e
Prx6), ndo foi detectada a ligagdo de adenantina a nenhuma delas (LIU et al., 2012, 2013).
Adicionalmente, utilizando mutantes tanto para a cisteina peroxidasica (Cp) quanto para a de
resolucéo (Cg), foi demonstrado que a ligagdo da adenantina ocorria especificamente com Cg,
onde esta molécula atuaria como um aceptor de Michael em uma reacdo de adicdo entre o
C17 da adenantina e a Cg da cadeia de Prx1 e Prx2 de células de LMA originando um aduto e
impedindo a formacéo do dissulfeto intermolecular (Figura 4A). Apos a formacdo do aduto
entre adenantina e Prx1/Prx2, foi observado um aumento nos niveis intracelulares de HPx
(HOU et al., 2014; LIU et al., 2012).

Assim, foi proposto um modelo de ligacdo em que a adenantina interagiria com outros
amino4cidos na regi&o do sitio ativo, incluindo os residuos Thr*® e Arg'?® da triade catalitica.
A natureza dessas ligacdes seria hidrofébica para a Thr*® e polar para a Arg'?®, e seriam
estabilizadas por meio de interacdes de carater hidrofébico com outros aminoacidos préximos
ao sitio ativo da enzima (Leu®®, Phe®, Val*!, 1le1®, Pro*® e Cysp) (Figura 4B).
Consequentemente, ocorreria a inibicdo da atividade peroxidasica dessas proteinas,
permitindo entdo o acimulo de H,O, intracelular em niveis suficientes para a ativacdo das
quinases reguladoras de sinal extracelular ERK1 e ERK2, levando ao aumento da expressdo
de proteinas P estimuladoras de ligacgdo CCAAT (C/EBPP), as quais conduziriam a
diferenciacdo celular e consequente repressdo do tumor (LIU et al., 2012, 2013). Entretanto,
cabe ressaltar que estudos detalhados sdo necessarios para entendimento da interacdo
molécula — enzima. Recentemente foi demonstrado que a administracdo de adenantina
juntamente com o antitumoral de VD3 (1,25-dihydroxyvitamin D3) é capaz de aumentar
significativamente a diferenciacdo e atividade apoptotica em células de leucemia

promilelocitica aguda (APL).>®
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Adenantina Inibicdo de Prx1/ Prx2

Figura 4: Ligagdo da adenantina ao sitio ativo de Prx1/Prx2 de humano. (A) Interacdo da adenantina com
Cr de Prx1/Prx2 de humano, impedindo a formacdo do dissulfeto intermolecular. Adaptado de Liu e
colaboradores, 2013 (LIU et al., 2013). (B) A adenantina estaria realizando uma interacdo de Michael com a Cg
da cadeia A (em lilas) e interacOes polares e apolares com a cadeia B (em ciano) de Prx1 de humano. As linhas
pontilhadas em magenta representam as ligacdes de hidrogénio entre a adenantina (em verde) e a Prx1. Além
disso, a adenantina estaria realizando interacdes apolares com os residuos de le'?®, Leu®®, Pro*®, Thr*, Cys*,
Val® e Phe® da cadeia B. Compilado de Liu e colaboradores, 2012 (LIU et al., 2012).

Apesar dos resultados obtidos com adenantina em células de LMA serem animadores
e importantes, até o presente momento nenhum trabalho atentou para os efeitos da adenantina
em células neopléasicas linfoides, na qual se enquadra a leucemia linfoide aguda (LLA). A
LLA ¢é a forma de cancer mais comum em criancas, representando 25% de todos os casos de
cancer infantil (BHOJWANI; YANG; PUI, 2015). A taxa de sobrevivéncia é de
aproximadamente 80%, sendo resultado dos avancos obtidos, principalmente, nos altimos 50
anos (BHOJWANI; YANG; PUI, 2015; COOPER; BROWN, 2015). Os protocolos para o
tratamento de LLA empregados atualmente variam de acordo com a classifica¢do do grupo de
risco do paciente, mas no geral empregam a combinacdo de Vvarios quimioterapicos como
asparaginase, clofarabina, corticosteroides, ciclofosfamida, citarabina, doxorrubicina/
daunorrubicina, etoposideo, metrotexato e vincristina (COOPER; BROWN, 2015). Entretanto,
0 tratamento com esses quimioterapicos pode provocar uma série de efeitos colaterais, como
pancreatite, trombose, nefrotoxicidade, hipertensao, hiperglicemia, neuropatias, entre outros,
inviabilizando o uso de algumas drogas em pacientes com maior sensibilidade (COOPER,;
BROWN, 2015). Nesse sentido, o desenvolvimento de novas terapias que aumentem a taxa de
sobrevivéncia de pacientes, mas que apresentem efeitos colaterais mais brandos seria de
grande importancia para o tratamento e bem estar dos pacientes com LLA.

A utilizacdo de adenantina em células LLA pode ser uma possibilidade de grande
importancia em razdo dos efeitos observados em células LMA. Embora LMA e LLA
apresentem tipos celulares distintos, o que poderia lancar duvidas sobre a eficicia da

adenantina em células LLA, resultados obtidos em trabalhos recentes apontam que a
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utilizacdo deste composto em outros tipos tumorais é factivel. Recentemente, Hou e
colaboradores observaram que a inibi¢do de Prx1 e Prx2 por adenantina foi capaz de induzir a
morte de células de hepatocarcinoma (CHC) com mais eficiéncia do que em células normais
imortalizadas, além de inibir significantemente o crescimento de tumores xenogréaficos sem
efeitos toxicos relevantes (HOU et al., 2014). Foi observado pelos autores que células tratadas
com adenantina tiveram seus niveis de HPx aumentados de duas a trés vezes em relacdo as
células que ndo receberam o tratamento. I1sso corrobora a possibilidade da utilizacdo destes
compostos em processos de morte/diferenciacdo celular induzida por HPx e espécies geradas
através de reagBes como a de Fenton e Harber-Weiss, sendo portanto, um potencial agente

terapéutico para pacientes com CHC.(HOU et al., 2014)

1.7 Tsal de Saccharomyces cerevisiae como modelo para estudo da interacdo de

adenantina com as Prx

S. cerevisiae & considerada um importante modelo para o estudo de processos
bioguimicos, genéticos e epigenéticos de eucariotos como controle da expressao génica,
controle do ciclo celular, reparo de DNA, envelhecimento, e vias moleculares e celulares de
doencas humanas, incluindo o cancer (MATUO et al., 2012; QADDOURI et al., 2011;
SIMON; YEN, 2003). Adicionalmente, em funcdo da homologia presente entre as proteinas
de humanos e de S. cerevisiae, € possivel utilizar proteinas dessa levedura como modelo para
as humanas em andlises de caracterizacdo de enzimas, superexpressao proteica, delecoes
génicas ou obtencdo de mutantes contendo substituicdes pontuais com elevada facilidade
(MATUO et al., 2012; QADDOURI et al., 2011; SIMON; YEN, 2003).

A Prx Tsal de S. cerevisiae representa um importante modelo para o estudo de Prx de
humanos. De fato, a Tsal de S. cerevisiae foi a primeira Prx caracterizada funcionalmente,
seguida pelas Prx humanas Prx1 e Prx2 (CHAE et al., 1999; CHAE; CHUNG; RHEE, 1994).
Tsal apresenta elevada semelhanga com Prx2 (67% identidade e 77% similaridade), sendo
que essas duas enzimas sdo consideradas ortélogas. Além disso, Tsal e Prx2 possuem um
padrdo de expressdo altamente similar, estando entre as proteinas mais abundantes das
células, e apresentam semelhangas no que concerne a atividade peroxidasica sobre os seus
substratos. Analises cristalograficas revelam que as estruturas tridimensionais de Tsal e Prx2
apresentam grande identidade na sua organizacdo global, seja na forma de dimeros (Figura
5A) ou decamero (Figura 5B). Adicionalmente, todos os aminoacidos do bolsdo do sitio ativo

e suas interacOes polares séo conservados entre Tsal e Prx2 (Figura 5C e 5D).
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Figura 5: Estruturas quaterndrias de Tsal e Prx2 de humanos e detalhe da conservagao de interaces e
aminoacidos do sitio ativo. Sobreposicdo do dimero de Tsal (azul, cddigo de pdb = 3SBC) com Prx2 de H.
sapiens (vermelho, 1QMV) (A) e do decAmero (B). Detalhe dos sitios ativos de Tsal de S. cerevisiae (C) e Prx2
de H. sapiens (D), mostrando a grande conservacdo dos residuos de aminoacidos e das interacBes polares
existentes entre eles. Os modelos das proteinas estdo representados em cartoon (A, B, C e D) e os residuos de
aminoacidos envolvidos em interacdes polares sdo representados em ball e stick (C e D) Os atomos estdo
colorizados da seguinte forma: atomos de O estdo representados em vermelho, de N em azul escuro e S em
laranja claro. Atomos de C estéo colorizados em cor semelhante ao restante de cada estrutura

1.8 Utilizacdo de mutantes de Tsal para a compreensdo dos fenbmenos envolvendo a

ligacdo da adenantina ao sitio ativo das Prx 2-Cys tipicas

Recentemente, nosso grupo de pesquisa realizou analises envolvendo o truncamento
do prolongamento C-terminal de Tsal (compreendendo os aminoacidos 176-196). Este
prolongamento esta presente apenas em Prx 2-Cys de eucariotos e estaria relacionado a
suscetibilidade dessas enzimas a inativacdo por superoxidacdo (PARSONAGE, DEREK et
al., 2005). Nossos resultados demonstraram que a remoc¢do da cauda C-terminal foi capaz de
alterar as propriedades oligoméricas da enzima, interferindo fortemente em sua atividade
catalitica, indicando que tais elementos estruturais adicionais estdo relacionados com a
oligomerizacdo e atividade sobre substratos (manuscrito em fase de preparacdo).
Adicionalmente, outros estudos realizados também pelo nosso grupo de pesquisa revelaram
que a Thr** da triade catalitica esta localizada na interface dos decameros e interage

diretamente por meio do Oy com a cadeia lateral do residuo de Tyr’’ do dimero adjacente
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(Figura 6C e 6D). Esta interacdo teria grande importancia para a formacdo de um sitio ativo
apto para a decomposicdo de HPx e, portanto, poderia estar relacionado com a transicéo
dimero — decamero, uma vez que a oxidacdo dos residuos leva a desestabilizacdo dos
decameros e formacdo de dimeros (TAIRUM-JR et al., 2016).

C)

Figura 6:Estrutura tridimensional de Tsal de S. cerevisiae revelando as interacBes moleculares
responsaveis pela estabilizacdo do decamero. (A) Representacdo em cartoon do homodimero de Tsal com um
mondmero colorizado em vermelho e 0 mondmero adjacente em verde. (B) Representacdo em cartoon da
estrutura decamérica de Tsal com os mondmeros de cada dimero colorizados em verde e vermelho. (C)
Representacdo em esferas dos amino4cidos presentes na interface dos dimeros, colorizados de acordo com o
padrdo CPK: N = azul, O = vermelho e S = laranja. Os mon6meros estdo representados em cartoon e colorizados
em verde e vermelho, sendo que os &tomos C de cada monémero possuem a mesma cor da cadeia polipeptidica a
qual pertencem. (D) Interacéo hidrofobica entre o Cy da Thr** e o anel aromético da Tyr”’ do dimero adjacente,
que por sua vez é estabilizado pelo grupamento guanidina da Arg'?® da triade catalitica. Os residuos de
aminoacidos estdo representados em esferas e colorizados de acordo com o padrdo: C = verde, N = azul, O =
vermelho e S = laranja. Os atomos da Tyr’’ estdo colorizados em vermelho. Compilado de Tairum e
colaboradores (2016) (TAIRUM-JR et al., 2016).

Para investigar este processo foram produzidos mutantes por meio de mutagénese sitio
dirigida em que o residuo de Thr da triade catalitica foi substituido por um residuo de Ser
(Tsal™3), alteracdo que mantem a interacdo polar com Cp por meio do Oy mas aumenta o
volume da cavidade do sitio ativo. Além disso, esse mutante impede reacdes histéricas com
Tyr'" do dimero adjacente (ligacdo do tipo CH--rt), uma vez que a Ser ndo possui o Cy
presente no residuo de Thr. Adicionalmente, também substituimos o residuo de Tyr’’ por Ala,
para avaliar a importancia da ligagdo CH--mt. Nossos resultados revelaram que a substituigdo
Tyr'"—Ala”" impediu a formag&o do decamero e s6 foram registradas espécies diméricas com

baixa atividade peroxidasica, enquanto que a Thr** — Ser**, estabilizou a proteinas na forma
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decamérica e manteve a atividade alta. Os resultados foram publicados recentemente em
periodico de circulacdo internacional (TAIRUM-JR et al., 2016).

E importante ressaltar que, para algumas Prx, o residuo de Thr da triade catalitica é
naturalmente substituido por um residuo de Ser, como em Tsa2 de S. cerevisiae. Embora ndo
ocorram alterages significativas na eficiéncia catalitica em relacdo a Tsal, como mencionado
acima, também demonstramos que Tsa2 € muito mais resistente ao processo de superoxidacdo
por Hpx organicos (manuscrito em fase de elaboracdo). Portanto, a diferenca detectada de
resisténcia por HPx organicos, 0s quais sao mais volumosos que o H,O,, podem indicar
diferencas em interagdes com substratos, incluindo inibidores como adenantina. Neste
contexto, trabalhos que visem a avaliagcdo de inibidores com Prx 2-Cys mutantes pode dar
importantes informacgdes sobre a interacdo entre proteina e substrato, embora nenhum trabalho

metddico com essa abordagem tenha sido conduzido ate o presente momento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo utilizar a Prx 2-Cys de Tsal S. cerevisiae e 0S
mutantes Tsal ™ Tsal'™*“T e Tsal"’™* como modelos biolégicos visando uma melhor
compreensdo dos mecanismos de inibicdo de adenantina. Adicionalmente também foi

objetivo deste trabalho avaliar o efeito citotoxico da adenantina sobre células de LLA.



29

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

Os reagentes utilizados nesse trabalho foram adquiridos junto a Merck Millipore,
Sigma Aldrich, Invitrogen, Thermo Scientific e GE Healthcare. Adenantina foi adquirida
junto a ChemFaces. As células REH e MOLT-4 foram obtidas do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ) (RJ/Brazil).

3.2 Meios de cultura para bactérias para expressao heterdloga de proteinas

Meio de cultura Luria-Bertani (LB): (1% triptona; 0,5% extrato de levedura (YE);
0,5% NacCl); meio de cultura Super Optimal Broth (SOC): (2% triptona; 0,5% YE; 0,058%
NaCl; 0,018% KCI; [glicose] final de 20mM; pH7); ampicilina 100 pug/ml.

3.3 Linhagens de Escherichia coli

DHSoF’ - F’ (Z80dlacZ (lacZ)M15)_(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17 (r¢
,m"); DH10B — Fmcrd A (mrr-hsdRMS-mcrBC) f80dlacZAM 15 AlacX74 deoR recAl endAl
arad139 D (ara, leu) 7697 galK1 rpsLnupG.

BL21(DE3) - [F , amp T, hsdS, (rg'my’), gal, dcm (DE3) (Novagen); B84 DE3 [F ,
metamp T, hsdSy (rs'my’), gal, dcm (DE3).

3.4 Plasmideos

Os plasmideos de expressio de bactérias utilizados foram pET15b para Tsal'',

Tsal'”*¢T Tsal”""” Tsal™° e TrxR1, pPROEX para Tsa2 e pET17b para Trx (Invitrogen).

1175ACT Tsa1Y77A

Os mutantes Tsa e Tsal™*S foram construidos em trabalhos anteriores do

nosso grupo e pesquisa (TAIRUM-JR et al., 2016).
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3.5 Expresséo e purificagdo em bactérias de proteinas selvagens e mutantes

Inicialmente, linhagens de E. coli BI21 (DE3) contendo plasmideos com os genes de
Tsal™T, Tsal!”*“T Tsal¥""A Tsal™*® Tsa2, Trxl e TrxR1, foram inoculadas em 30 ml de
meio LB contendo 100 pg/ml de ampicilina e cultivadas por 16 h/37°C/250 RPM em agitador
orbital. Apds este periodo, a cultura foi transferida para 1 litro de meio LB/Ampicilina,
cultivada até ODgy ~ 0,6 e, neste momento, foi adicionado IPTG (Isopropil B-D-1-
tiogalactopiranosideo) na concentracdo final de 1 mM. Apés 3h de inducdo a 37°C/250 RPM,
as células foram decantadas por meio de centrifugagdo por 30 min/4°C/2000 x g e
ressuspendidas em tampdo fosfato 20 mM, pH 7,4. O rompimento das células foi realizado
por sonicagdo (30% amplitude) e os acidos nucleicos foram removidos por meio de
tratamento com sulfato de estreptomicina (concentracdo final = 1%) por 20 minutos. Apds
este periodo, o extrato foi centrifugado por 45 min/4°C/18500 x g, o0 precipitado descartado e
0 extrato proteico coletado. Uma vez que as proteinas foram expressas utilizando vetores que
as fusionam a uma cauda de histidina, com excecdo de Trx1, a purificacdo foi feita por
cromatografia de afinidade por metais (IMAC) em colunas HisTrap (GE Healthcare) em
gradiente de imidazol. Para a purificacdo da proteina Trx1, foi utilizado o boiling method
descrito por Porque e col.(PORQUE; BALDSTEN; RICHARD, 1970) A qualidade da
purificacdo das proteinas foi constatada por SDS-PAGE em condigdes redutoras. Apos estes
procedimentos, as proteinas foram dessalinizadas através de cromatografia de filtracdo em gel
utilizando a coluna PD10 (GE Healthcare) e concentradas por centrifugacdo (2000 x g/4°C)

utilizando concentradores Ultracel YM-30 (Millipore).

3.6 Quantificacdo de proteinas

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

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

3.7 Analise da ligacéo de adenantina a Tsal por SDS-PAGE
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A ligacdo de adenantina & Tsal"’", Tsal'”**“T, Tsal¥"™” Tsal'™*** e Tsa2 foi avaliada
através de analise em SDS-PAGE. Para isso, as proteinas foram inicialmente reduzidas com
20 mM de DTT por 30 minutos a temperatura ambiente. A seguir, 0 excesso de DTT foi
retirado atraves de dessalinizacdo em coluna PD-10 (GE Healthcare) e as proteinas foram
quantificadas a 280nm. Posteriormente, 10 uM de cada proteina foi incubada com
concentragdes crescentes de adenantina (1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM e 300
uM) por 1 hora a temperatura ambiente e tratada com 12 uM de H,O; por mais 30 minutos.
Para avaliar a ligacdo de adenantina as proteinas em fun¢do do tempo, 10 uM de cada uma
delas foram tratadas com 50 uM de adenantina por 1, 5, 10, 30, 60, 90 e 120 minutos antes de
serem adicionados 12 uM de H,0, por mais 30 minutos. As reagdes foram paralisadas pela
adicdo de stop buffer (50 mM N-etilmaleimida em solugéo 4% SDS; glicerol 10%; 62,5 mM
tris-HCI pH 6,8) e aplicadas em SDS-PAGE.

3.8 Espectroscopia de dicroismo circular

Tsal™T, Tsal!”2‘T Tsal""™® Tsal'™*° e Tsa2, a uma concentracdo de 5 pM em
tampao Tris-HCI 10 mM (pH 7,4), reduzidas e dessalinizadas, foram tratadas com cinco
equivalentes molares de adenantina por uma hora a temperatura ambiente. A seguir, as
amostras foram adicionadas de 1,2 equivalentes molares de H,O, por 30 minutos antes de
serem submetidas a analise. Como controle, foram utilizadas as proteinas sem o tratamento
com adenantina. Os espectros de CD foram obtidos a uma temperatura de 25°C, utilizando
cubetas com caminho éptico de 0,1 cm, em um espectropolarimetro Jasco J-810 (Jasco Inc.).
Os espectros foram apresentados como uma média de 8 varreduras registradas de 190 a 160
nm. Os componentes da estrutura secundaria foram estimados com o auxilio do software
CDNN 2.1.

3.9 Cromatografia de exclusdo molecular (SEC)

Tsal"", Tsal'™“T) Tsal""™® Tsal™® e Tsa2, a uma concentracdo de 10 pM em
tampédo Tris-HCI 100 mM (pH 7,4) e NaCl 100 mM, reduzidas e dessalinizadas, foram
tratadas com 30 equivalentes molares de adenantina por uma hora a temperatura ambiente. A

seguir, as amostras foram adicionadas de 1,2 equivalentes molares de H,O, por 30 minutos
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antes de serem submetidas a analise. Como controle, foram utilizadas as proteinas sem o
tratamento com adenantina. A analise por SEC foi realizada utilizando um HPLC analitico
(Jasco LC-2000 Plus) equipado com injetor PU 2880 Plus e detector PDA MD 2018 (Jasco).
As amostras foram separadas pelo sistema contendo uma coluna BioSep-SEC-S3000 (7,8x
300mm, 5um, intervalo de resolugdo de 15 to 2000 kDa, Phenomenex, Inc., Torrance,
California, EUA) com um fluxo de 1,0 mL/min em tampéo Tris-HCI 100 mM (pH 7,4) e
NaCl 100 mM. Os perfis de eluicdo foram monitorados pela absorbancia (A = 280nm). Os
padrdes de massa molecular utilizados foram tiroglobulina bovina (670 kDa), gama globulina
bovina (158 kDa), ovalbumina (44 kDa), mioglobulina (17 kDa) e vitamina B12 (1,35 kDa),
adquiridos da Bio-Rad). Os cromatogramas foram analisados utilizando o software Jasco
BORWIN verséo 1.50 (Jasco)

3.10 Determinacdo da atividade peroxidasica através de ensaio de oxidacdo de NADPH

A atividade peroxidésica ap6s tratamento de Tsal"", Tsal'”>2‘T, TsalY""A Tsal™* e
Tsa2 com adenantina foi avaliada pelo ensaio acoplado de oxidagdo do NADPH.(OLIVEIRA
et al., 2010) Inicialmente, as proteinas foram reduzidas com 20 mM de DTT por 30 minutos,
em temperatura ambiente, e em seguida dessalinizadas e tratadas com 30 equivalentes molares
de adenantina por mais 1 hora, também em temperatura ambiente. As proteinas foram entéo
dessalinizadas novamente para a retirada do excesso de adenantina e quantificadas. 1 uM de
Tsal"", Tsal'”>*“T, Tsal"""* ou Tsa2 foi adicionado a um mix contendo 2 uM de Trx1, 0,3
uM de TrxR1, 150 uM de NADPH, em tampdo 50 mM HEPES pH 7,4, 1ImM DTPA e 100
uM azida sodica, sendo entdo incubado por 5 minutos a 30°C. As reacgbes foram entdo
iniciadas pela adicdo de 200 uM de H,O, e monitoradas espectrofotometricamente a 340nm.
Como controles, foram utilizadas reagdes em que as proteinas ndo receberam o pré-tratamento
com adenantina ou ndo foram adicionadas. Para avaliar o efeito da ligacdo de adenantina ao
sistema Trx, as proteinas Trx1 e TrxR1 reduzidas e dessalinizadas foram tratadas com 30
equivalentes molares de adenantina por uma hora, a temperatura ambiente e dessalinizadas
novamente. Em seguida, a atividade peroxidasica das proteinas foi avaliada individualmente,

1WT

conforme descrito acima, utilizando Tsa ndo tratada como controle positivo da

decomposicdo de HPx.



33
3.11 Analise do efeito citotéxico de adenantina sobre bactérias.

Bactérias das espécies Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis (isoladas
da Baia do Araca, Sdo Sebastido — SP pela pesquisadora Bruna Del Busso Zampieri durante
seu mestrado) e Escherichia coli (ATCC: PTA5073) foram inoculadas em caldo BHI (brain
heart infusion) e cresceram a 37°C e 250 RPM até ODg2s ~ 1. A seguir, os inoculos foram
diluidos até ODg,5=0,1, distribuidos em microplacas (96 pocos) e expostos a tratamento com
crescentes de adenantina (1uM, 10uM, 100uM e 1000uM) por 24 horas a 37°C. O volume
final de cada pogo foi igual a 200ul. Por fim, a densidade celular foi medida

espectrofotometricamente a 625nm.

3.12 Ensaio de citotoxicidade de adenantina sobre células de LLA

Os experimentos foram conduzidos em colaboracdo com a Prof?, Dra. Sandra Farsky
(FCF, USP-SP), pesquisadora colaboradora do projeto temético (FAPESP, Proc.
n°2013/08617-7) e com o auxilio do Dr. Christiano Barbosa. As linhagens celulares MOLT-4
e REH foram inoculadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e
incubadas a 37°C em atmosfera contendo CO, 5%. Apds atingirem uma densidade satisfatoria
aos ensaios, comprovada por contagem utilizando azul de tripano, as células foram
transferidas para placas estéreis de 96 pocos, sendo que cada poco continha 3 x 10° células
em um volume final de 150 ul. As células foram tratadas com concentracGes crescentes de
adenantina (0,1uM, 1uM, 5uM, 10uM, 50uM e 100uM) e incubadas por 24, 48 e 72 horas,
nas mesmas condi¢cfes de crescimento. ApoOs a incubacdo, as células foram tratadas com
0,3mg/ml de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazolio) por
quatro horas e, a seguir, com SDS (dodecil sulfato de sddio) 10% 0,01N HCI overnight para a
solubilizacdo dos cristais de formazana. As placas estdo foram analisadas
espectrofotometricamente a 570 nm com o auxilio do software SoftMax Pro. Os experimentos

foram realizados em triplicata experimental.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Expressao e purificagdo das proteinas recombinantes.

As proteinas Tsal"", Tsal'™““T Tsal"""® Tsal™ Tsa2, Trxl e TrxR1 foram
expressas conforme os procedimentos descritos na se¢cdo Materiais e Métodos, que se
mostraram bastante eficazes, sendo possivel obter proteinas com alto grau de pureza e com
um rendimento por litro de cultura de até 3mg para Tsal"'", Tsal'”**“T) TsalY""® Tsal™° e
Tsa2, 13mg para TrxR1 e 2 mg para Trx1. A pureza das proteinas podera ser constatada nas
analises em SDS-PAGE (Figura 7).

4.2 A ligagdo com adenantina é capaz de inibir a formagéo do dissulfeto intermolecular

de Tsal"V" e seus mutantes.

Uma vez que a adenantina é capaz de ligar-se ao sitio ativo das Prx 2-Cys de humanos,
prevenindo a formacao do dissulfeto intermolecular, foram realizadas analises em SDS-PAGE
ndo redutor para avaliar sua capacidade de ligar-se as enzimas de levedura Tsal™'", Tsal™,
Tsal'”"*“T e Tsal¥"™ . Apesar de Tsal"" apresentar-se predominantemente como decameros,
a associacdo entre os protdmeros € realizada por interacdes fracas, como ligacdes de Van Der
Waals, ponte salinas e interacGes polares e apolares. Essas interacdes fracas sdo rompidas
pelas condigcdes denaturantes do SDS-PAGE e as proteinas passam a ser detectadas no gel
apenas como mondmeros de ~25 kDa ou, quando oxidadas, como dimeros unidos por
dissulfetos com ~50 kDa, uma vez que ligacdes covalentes ndo sdo afetadas nesta
metodologia. As bandas diméricas podem ainda apresentar-se com uma ou duas ligacdes
dissulfeto, exibindo um padrdo de migracdo mais lento (um dissulfeto) ou mais rapido no gel
(dois dissulfetos), respectivamente. Para estes ensaios, as proteinas reduzidas foram expostas
a concentracOes crescentes de adenantina por uma hora ou a uma concentracdo fixa de
adenantina por diferentes periodos de tempo (Figura 7), seguido pelo tratamento com H,0,
para induzir a formacdo do dissulfeto intermolecular. Observando a figura 7, podemos notar
que hd uma diminuicdo da forma dimérica da proteina e um aumento da forma monomerica,
conforme aumenta-se a concentracdo de adenantina ou o tempo de reacdo, até que um limite

seja atingido e, a partir de entdo, as quantidade de dimeros e mondmeros permanecem
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estaveis. Esses resultados indicam que a ligacdo de adenantina no sitio ativo de Tsal"'" e
mutantes impede a formagao do dissulfeto intermolecular de forma similar, e que, portanto, os
residuos Thr**, Tyr’’ e os pertencentes & cauda C-terminal ndo sdo fundamentais para a
interacdo deste ligante com o sitio ativo de Tsal. Adicionalmente, os resultados confirmam a
viabilidade da utilizacdo de Tsal como modelo de estudo para a ligagéo de inibidores.
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and fixed time (60 min) Tsal WT and variable time (1-120 min)
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Figura 7: Ensaio de oxidacdo em SDS-PAGE de Tsal"', Tsal™*, Tsal'™*“" e Tsal""’* tratadas com
adenantina. As proteinas reduzidas, em concentragao final de 10 uM, foram tratadas com 1, 5, 10, 25, 50, 100 ¢
300uM de adenantina por uma hora (coluna & direita) ou tratadas com 50uM de adenantina por 0, 1, 5, 10, 30,
60, 90 e 120 minutos (coluna & esquerda) antes de serem oxidadas com 12uM de H,0, por 30 minutos. As
reacOes foram entdo paralisadas com adi¢do de stop buffer e submetidas a anélise em SDS-PAGE 12% néo
redutor. As primeiras e segundas lanes de cada gel representam os controles em que foram adicionadas apenas as
proteinas reduzidas, antes e ap6s a dessalinizagdo, respectivamente. D1 = dimeros unidos por um dissulfeto
intermolecular; D2 = dimeros unidos por dois dissulfetos intermoleculares; M = mondmeros.



36

4.3 A substituicdo da Thr** por uma Ser torna a estrutura secundaria de Tsal mais

suscetivel a altera¢es em fungdo da ligacdo com adenantina.

Uma vez determinado que a ligagdo da adenantina ao sitio ativo de Tsal interfere na
formacdo do dissulfeto intermolecular na proteina oxidada, foram realizados ensaios de
espectroscopia de dicroismo circular (CD) com Tsal"VT, Tsal™*°, Tsal'”**‘T e Tsal”""* a fim
de avaliar possiveis alteracdes na estrutura secundaria dessas proteinas em funcéo da ligacao
com adenantina. Conforme observa-se na figura 8, ndo ocorreram alteragdes significativas na
estrutura secundaria de Tsal™'", Tsal'”*2“T e Tsal¥"™ em funcéo da ligacdo com adenantina,
mas apenas um discreto aumento na propor¢do de a-hélices e diminuicdo de folhas B de
aproximadamente 2% (Figura 8A, C e D; Tabela 1). Por outro lado, Tsal™*® apresentou um
aumento acentuado na propor¢do de a-hélices (de 20,83% para 27,7%) sobre folhas B (de

26,54% para 19,59%) apos o tratamento com adenantina (Figura 8B; Tabela 1).
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Figura 8: Espectroscopia de dicroismo circular (CD) de Tsal selvagem e seus mutantes tratados com
adenantina. Tsal"" (A), Tsal™" (B), Tsal'"**“T (C) e Tsal"'"* (D) reduzidas, em concentragdo final de 5 pM,
foram tratadas com 25 puM de adenantina por uma hora a temperatura ambiente (linhas vermelhas). A seguir, as
amostras foram oxidadas com 6 uM de H,O, por 30 minutos e entdo submetidas & anélise de CD. Como
controle, foram utilizadas as proteinas sem o tratamento com adenantina (linhas azuis) e amostras sem proteina,
apenas com adenantina em tampao (linhas pretas).
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Tabela 1: Analise comparativa dos dados de espectroscopia de CD para estimativa da composi¢do da estrutura
secundaria de Tsal"" Tsal™S Tsal'7°“T e TsalY’"* tratadas ou ndo com adenantina. As porcentagens foram
estimadas utilizando o software CDNN 2.1

Tsal™" Tsal™® Tsall AT Tsal""™A
Ade - Ade + Ade - Ade + Ade - Ade + Ade - Ade +
o helix 21,09% 23,01% 20,83% 27,76% 23,13% 25,07% 21,15% 23,72%
f strand 26,30% 24,18% 26,54% 19,59% 23,22% 21,56% 26,90% 24,36%
B turn 16,42% 16,49% 16,34% 16,44% 16,26% 16,37% 16,55% 16,76%
Random coil 36,19% 36,23% 36,38% 36,22% 37,49% 37,0000 354%  35,07%

4.4 A interacdo com adenantina é capaz de afetar a estrutura quaternaria de Tsal"’"

Segundo a proposta de Liu e col. (LIU et al., 2012, 2013), a molécula de adenantina
estaria interagindo ndo apenas com Cg, mas também com diversos residuos de aminoacidos
da regido do sitio ativo (Figura 4B). Adicionalmente, esses residuos de amino&cidos estariam
envolvidos em uma série de interacGes polares e apolares que seriam responsaveis pela
manutencdo da estrutura decamérica de Tsal (Figura 6). Dessa forma, com o objetivo de
verificar se a ligacdo com a adenantina comprometeria a estabilidade da estrutura decamérica
de Tsal selvagem e mutantes, foram realizados ensaios de cromatografia de exclusao
molecular (SEC) com as proteinas tratadas (Figura 9 — linha vermelha) e ndo tratadas (Figura
9 — linha azul) com adenantina. Os resultados revelaram que, sem o tratamento com
adenantina, Tsal"" apresentou um padrdo de eluicio em que é possivel observar dois picos
com massas moleculares bastante similares, possivelmente representando a proteina em
estrutura decamérica com dois diferentes graus de compactacéo, (Figura 9A- linha azul). Este
fendmeno ja era esperado pois uma leve oxidacdo pode levar ao aparecimento de outras
espécies oligoméricas na proteina selvagem, como demonstrado em trabalho anterior
(TAIRUM et al., 2012). Apés o tratamento com adenantina, Tsal"'" passou a eluir em um
anico pico (Figura 9A- linha vermelha), indicando que a presenca do ligante no sitio ativo da
proteina foi capaz de estabilizar a estrutura do decamero. Entretanto, é possivel perceber que
existe assimetria no pico o que pode indicar que a ligagdo ndo foi homogénea (Figura 9A-
linha azul). Por outro lado, Tsal™*°, Tsal!”**“T e Tsal""’* ndo apresentaram alteracdes na
estrutura quaternéria detectaveis nas condicdes utilizadas nesses ensaios (Figura 9B-D). E

possivel observar um ligeiro deslocamento dos picos relativos ao dimero em Tsal”’™*

, que é
uma proteina dimérica constitutiva, e, sobretudo, dos picos relativos aos decdmeros em

Tsal™®. Entretanto, a resolucdo dos dados obtidos com coluna utilizada neste ensaio ndo é
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suficiente para afirmar que tais resultados indiquem alteragbes estruturais em funcdo da

ligacdo dessas proteinas com a adenantina.

(g g
& S
3 N
A) v B)
100 100
ERRG 2 804
< <
g 604 3 60
o
J‘sj 404 T 40
2 2
=
< 20 <201
0 04
) D)
100 100
2 801 F 80
(EJ <!‘\
8 601 9 60
f=4 f=1
2 2
S 404 5 0]
= =z
£ 20 £ 207
0 0 T =
11
Time (min) Time (min)

Figura 9: Cromatografia de exclusdo molecular (SEC) de Tsal selvagem e seus mutantes tratadas com
adenantina. Tsal"" (A), Tsal™"° (B), Tsal'*“T (C) e Tsal¥'"* (D) reduzidas, em concentracio final de 10
uM, foram tratadas com 300 uM de adenantina por uma hora a temperatura ambiente (linhas vermelhas). A
seguir, as amostras foram oxidadas com 12 uM de H,0, por 30 minutos e entdo submetidas & anélise de SEC.
Como controle, foram utilizadas as proteinas sem o tratamento com adenantina (linhas azuis). Os padrdes de
eluicdo foram monitorados a um comprimento de onda de 280 nm. Tiroglobulina bovina (670kDa),
gamaglobulina bovina (158 kDa), ovalbumina (44 kDa) e mioglobulina (17 kDa) foram utilizados como

marcadores de peso molecular (Bio-Rad).

4.5 A presenca de um residuo de Ser na triade catalitica aumenta a eficiéncia da inibicdo

de Tsal por adenantina.

Com o objetivo de determinar a influéncia da liga¢do da adenantina ao sitio catalitico
de Tsal em sua atividade peroxidasica, foram realizados ensaios de oxidacdo de NADPH
(ea40nm = 6200 M. cm™) (CHAE; CHUNG; RHEE, 1994). Este ensaio avalia a oxidacdo das
moléculas de NADPH, que representa um sistema acoplado com o sistema Trx. Dessa forma,
apos Tsal decompor moléculas de HPX, suas cisteinas sdo regeneradas a sufidrilas pelo

sistema Trx através de elétrons oriundos do NADPH, que se oxida a NADP" e deixa de
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absorver a 340nm, permitindo o acompanhamento da reacdo ao longo do tempo por
espectrofotometria. Como é possivel observar na figura 10, houve um menor decaimento da
concentracdo de NADPH quando as protefnas Tsal"' e Tsal'”*“T foram tratadas com
adenantina, indicando uma inibicdo parcial da atividade peroxidasica destas enzimas (~66% e
~60%, respectivamente - Figura 10A e 10C; Tabela 2). Adicionalmente, é possivel observar

1Y""A apresenta uma velocidade de reacdo menor do que as demais

que a mutante Tsa
proteinas, conforme ja havia sido observado em trabalho anterior (TAIRUM-JR et al., 2016),
0 que pode ser explicado pelo fato desta proteina ser dimérica constitutiva e, portanto, incapaz
de realizar as interaces interdiméricas responsaveis por tornar o sitio ativo mais apto ao
ataque as moléculas de HPx (Figura 10D). A reducdo da velocidade da reacdo em funcdo da
ligacdo com adenantina, contudo, foi proporcional as observadas para Tsal"" e Tsal'”>"

1745 apresentou uma queda mais

(~67%). Por outro lado, a velocidade da reacdo de Tsa
acentuada apos o tratamento com adenantina (~85%), indicando que a presenga da Ser na

triade catalitica favoreceu a atividade inibitoria deste ligante (Figura 10B).
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Figura 10: Ensaio de inibicdo da atividade peroxidasica de Tsal"", Tsal™? Tsal'™*“" e Tsal¥""* por

adenantina. A inibicdo da atividade peroxidasica de Tsal selvagem e mutantes por adenantina foi analisada
através de ensaio de oxidacdo de NADPH. Tsal™" (A), TsalT44S (B), Tsal'”*“T (C) e Tsal""™ (D) reduzidas
foram tratadas com 30 equivalentes molares de adenantina por uma hora e, posteriormente, dessalinizadas para a
remocdo do excesso de ligante. A seguir, foram montadas as rea¢des contendo 1 uM de Tsal com e sem 0
tratamento com adenantina (m ¢ ® respectivamente), 2 pM de Trx1, 0,3 uM de TrxR1 e 150 uM de NADPH, que
foram entdo iniciadas pela adicdao de 200 uM de H,0, e monitoradas espectrofotometricamente a 340nm. Como
controle, foram utilizadas reagées sem a adicdo de Tsal"" (&).
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Tabela 2: Velocidade das reagdes contendo Tsal"'", Tsal™* Tsal'"*T Tsal"" Trx1 e TrxR1 tratadas e ndo
tratadas com adenantina.

Velocidade (UM/s)

Tsa1V" 1,74 0,58

Tsal S 1,08 0,16

Tsal!74¢cT 1,55 0,61
TsalY’™A 9,3x107 3,0x107

Trxl 1,74 0,49

TrxR1 1,74 0,34

Ade- Ade+

Embora Liu e colaboradores (2012) (LIU et al., 2012) tivessem inicialmente proposto
que a adenantina fosse um inibidor especifico para as Prx, Soethoudt e colaboradores (2014)
(SOETHOUDT et al., 2014) demonstraram que essa molécula seria capaz de ligar-se também
a Trx e TrxR de humanos. Nesse caso, a queda na atividade peroxidasica seria resultado da
inibicdo do sistema redutor e ndo necessariamente das Prx. Frente a essa controvérsia, nos
pareceu interessante avaliar a ligacdo da adenantina ao sistema Trx de S. cerevisiae. Para isso,
Trx1 e TrxR1 reduzidas foram individualmente tratadas com adenantina e utilizadas em
ensaio de oxidacdo de NADPH com Tsal"" (ndo tratada). Assim como demonstrado
anteriormente para as enzimas de humanos, a adenantina foi capaz de inibir a atividade
peroxidasica de Tsal em funcéo do bloqueio de seu sistema redutor (Figura 11). No caso do
sistema Trx de S. cerevisiae, a reducdo na velocidade da reacdo foi de ~72% e ~80% apds o
pré-tratamento de Trx1 e TrxR1, respectivamente, com adenantina (Tabela 2). Esses dados
contrastam com os resultados apresentados por Liu e corroboram o trabalho de Soethoudt,
deixando claro que a adenantina ndo apresenta especificidade pelas Prx. Esse fato € de total
relevancia, pois o sistema Trx participa de diversos processos celulares além da reducdo do
dissulfeto das Prx (NETTO; ANTUNES, 2016) e, portanto, os efeitos do tratamento com

adenantina sobre os diferentes tipos celulares devem ser minuciosamente estudados.
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Figura 11: Ensaio de oxidacdo de NADPH com o sistema Trx pré-tratado com adenantina. Trx1 e TrxR1
reduzidas foram tratadas com 30 equivalentes molares de adenantina por uma hora, a temperatura ambiente, e
posteriormente dessalinizadas para a retirada do excesso do ligante. A seguir, 2uM de Trx1 pré-tratada com
adenantina foi incubada com 1M de Tsal"'", 0,3uM de TrxR1 (n4o tratada) e 150uM de NADPH (linha verde)
e 0,3uM de TrxR1 pré-tratada com adenantina foi incubada com 1uM de Tsal"'", 2uM de Trx1 (ndo-tratada) e
150uM de NADPH (linha laranja). As reac@es foram iniciadas pela adicdo de 200uM de H,O, e a oxidacdo do
NADPH foi monitorada espectrofotometricamente a 340nm, a 30°C. Como controle positivo foram utilizadas
reacOes em que nenhuma proteina foi tratada com adenantina (linha azul) e, como controle negativo, reacdes sem
a adicdo de Trx1 ou TrxR1 (linha preta). Como comparativo, foi utilizada reacdo em que apenas Tsal"'" foi
tratada com adenantina (linha vermelha).

4.6 Efeitos estruturais e funcionais da ligacdo de adenantina ao sitio ativo de Tsa2

Diante dos resultados obtidos nos experimentos de CD e oxidacdo de NADPH, em que
a mutante Tsal™*° apresentou alteracdes na estrutura secundaria e taxa de inibicdo da
atividade peroxidasica em funcdo do tratamento com adenantina significantemente maiores
dos que as demais enzimas avaliadas, resolvemos submeter a proteoforma selvagem Tsa2 de
S. cerevisiae aos mesmos ensaios realizados anteriormente. Tsal e Tsa2 possuem homologia
entre si (~87% de identidade e ~96% de similaridade), eficiéncia catalitica bastante similar e
ambas sdo enzimas constitutivamente decaméricas pelo arranjo o2(5) (Figura 12A e B)
(TAIRUM-JR et al., 2016). Entretanto, existem diferencas relevantes entre essas duas
enzimas como a substituicdo da Thr da triade catalitica por uma Ser em Tsa2 e a organizagédo
da regido do sitio catalitico, que é mais compacta em Tsal (Figura 12C, D, E e F). Conforme
é possivel observar na figura 12, o bolsdo do sitio ativo de Tsal, que contém uma Thr, é
bastante abarrotado, enquanto que em Tsa2 ele € mais espacoso, permitindo a movimentacdo
dos residuos de Ser e da Cp. Adicionalmente, a modelagem de uma molécula de adenantina no
sitio ativo de Tsal/Tsa2 (Figura 12E e F) revela que o tamanho do bolsdo do sitio ativo pode

influenciar significativamente a ligagéo do inibidor.
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Figura 12: Andlise comparativa das estruturas tridimensionais de Tsal e Tsa2. Superficie molecular de
Tsal (A) e Tsa2 (B) na forma decamérica. Para ambas as enzimas, as estruturas sao representadas em cinza e 0s
residuos do sitio ativo, localizados na interface dos dimeros e que apresentam importancia a catalise sdo
colorizados da seguinte forma: Thr/Ser*, vermelho, Cp, laranja; Tyr’’, magenta; Arg*?, azul. Detalhes do sitio
ativo de Tsal (C) e de Tsa2 (D) modelados com uma molécula de adenantina considerando a possibilidade da
adicdo de Michael com Cp e a cavidade do sitio ativo. Microambiente do sitio ativo de Tsal (E) e de Tsa2 (F)
em estrutura decamérica e carreando a substituicdo de Cp por uma Ser. Ambas as estruturas estdo apresentadas
em dois rotdmeros diferentes. Em Tsal, os atomos de carbono estdo colorizados em verde/rosa e em Tsa2 em
ciano/amarelo. Tanto para Tsal quanto para Tsa2, os 4&tomos de nitrogénio estdo colorizados em azul, os de
oxigénio em vermelho e o atomo gama da Ser48 em laranja,. Todas as figuras foram elaboradas utilizando as
estruturas pdb=3SBC para Tsal e pdb=5DVB para Tsa2, com o auxilio do software Pymol.

A avaliagdo da atividade peroxidasica sobre H,O; revelou que Tsa2 tem sua
velocidade de reagdo reduzida em ~75% (Vr1sa2=1,21uM/S; Va2 ade=3,01 X 10 uM/s), um
pouco menor do que a observada para a mutante Tsal'*® (~85%) (Figura 13A).
Adicionalmente, a formagdo do dissulfeto de Tsa2 tratada com adenantina revelou que,

quando a reacdo ocorreu em altas concentracdes de inibidor ou por longos periodos de tempo,
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ocorreram especies monomericas e diméricas com um ou dois dissulfetos. Apesar da presenca
de H,0, em concentracdo superior a da proteina (1,2 equivalentes molares), nenhuma amostra
apresentou espécies com apenas dois dissulfetos, indicando a possivel ligacdo de adenantina
nas moléculas com apenas um dissulfeto (Figura 13B). As andlises de CD revelaram que a
ligagdo com adenantina é capaz de interferir na estrutura secundaria da proteina, sendo que o
tratamento resultou em um aumento na quantidade de a-hélices (de 21,3% para 27,4%) e
diminuicdo de folhas-B (de 26,0% para 20,5%) (Figura 13C; Tabela 3). Finalmente, as
analises da SEC ndo revelaram alteracfes na estrutura quaternaria em funcéo da ligagdo com
adenantina, assim como havia sido observado para Tsal™*° (Figura 13D). Coletivamente,
esses resultados demonstram que a substituicdo da Thr** de Tsal por uma Ser fez com que
essa proteina mutante apresentasse comportamento semelhante ao de Tsa2, além de sugerir

fortemente que a presenca da Ser na triade catalitica torna as Prx 2-Cys mais suscetiveis a

inibicdo por adenantina.

Adequvy © 0 0 1 5 10 25 50 100 300 -
A) 5 B) “ DTT * - - - - - - - - -
I5( Bl ) HO. - - + + + + + + + +
\ Bl o e w8
glrm- \ . -y EER"
T \ y 4 Y
g i Time (min) 0 1 5 10 30 60 90 120
Z s i\iiii "DIT + = = = = = = « = -
HEEE’ H.0. - -+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+
: T ————
e e e e e Y i '. o
T T T T T - 4 2
0 2 4 6 8 10 v :
— — . e et —
Time (min) M !- y . u---!!
i id
3 &
© 2
S G
C) 2 D) ) $
100 {,\\
AL
/f

804

604 I\ \

404 / ".‘" \\ I\I

I et (SRR [\
M 1 )N

-1 T T T | 0
200 220 240 260 2 4 9

Absorbance (nm) Time (min)

CD [mdeg]

% Absorbance (Axg)

Figura 13: Efeitos estruturais e funcionais da liga¢do de adenantina sobre Tsa2. A) Avaliacdo da atividade
peroxidasica através de ensaio de oxidacdo de NADPH de Tsa2 nédo tratada (linha azul) e tratada (linha
vermelha) com adenantina. As condicfes experimentais foram as mesmas descritas anteriormente para as demais
enzimas (figuras 8, 9, 10 e 11). As linhas pretas referem-se ao controle negativo, sem adi¢do de Tsa2. B) SDS-
PAGE ndo redutor da oxidagdo de Tsa2 apds tratamento com adenantina. As condicBes experimentais foram
idénticas as adotadas nos ensaios anteriores. As primeiras e segundas lanes referem-se ao controle com Tsa2
reduzida antes e ap6s a dessalinizacdo, respectivamente. D1= dimero contendo um dissulfeto; D2= dimero
contendo dois dissulfetos; M= mondmero. C) e D) Avaliacdo dos efeitos da ligacdo de adenantina sobre a
estrutura secundéaria e quaternaria de Tsa2, respectivamente. As condi¢les experimentais foram idénticas as
adotadas nos ensaios anteriores com as demais enzimas. Linhas vermelhas referem-se a Tsa2 tratada com

adenantina e linhas azuis a Tsa2 ndo tratada.
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Tabela 3: Analise dos dados de espectroscopia de CD para estimativa da composicédo da estrutura secundéria de
Tsa2 tratada ou ndo com adenantina.

Ade - Ade +
a helix 17,45%  25,31%
B strand 24.28%  20,21%
B turn 17,99%  17,52%
Random coil 40,29%  36,86%

4.7 Atividade antimicrobiana de adenantina

Os dados obtidos neste trabalho demonstram que a adenantina é capaz de ligar-se ao
sistema Trx de S. cerevisiae e bloquear a reciclagem de Tsal oxidada e estdo de acordo com
os resultados observados em proteinas de humanos (SOETHOUDT et al., 2014). Entretanto,
0s sistemas redutores de eucariotos inferiores e de bactérias sdo bastante distintos dos de
humanos. Em relagéo aos primeiros, a TrxR é uma molécula de baixo peso molecular, sendo o
dimero com ~70kDa a sua unidade biologica e cuja atividade se da gragas a um residuo de
Cys reativo. Por outro lado, a TrxR de eucariotos superiores possuem dimeros de alto peso
molecular (~100 kDa) e, em muitos casos, a Cys reativa é substituida por uma selenocisteina.
Ja as bactérias possuem o sistema redutor para Prx representado pelas AhpF (Alquil
hidroperdxido redutase subunidade F) que consiste em uma molécula de TrxR fusionada a
duas moléculas de Trx contiguas, que é capaz de reduzir Prx 2-Cys tipicas bacterianas,
denominadas AhpC (Alquil hidroperoxido redutase C), com alta especificidade.(FRITZ-
WOLF; URIG; BECKER, 2007; OLIVEIRA et al., 2010; PARSONAGE, D et al., 2016;
WOOD, Z. A.; POOLE; KARPLUS, 2001) As diferentes classes de TrxR e AhpF estdo
representadas na figura 14. Nesse contexto, é possivel que a adenantina consiga inibir a
atividade catalitica dos sistemas redutores de eucariotos inferiores e procariotos em graus
diferentes dos de eucariotos superiores, 0 que pode ser vantajoso no tratamento de
determinadas doencas infecciosas cujos os agentes etioldgicos sejam bactérias, fungos e
protozoarios. Entretanto, estudos adicionais comparativos sdo necessarios para lancar luz a

esta tematica.
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Figura 14: Comparagdo entre estruturas de TrxR de fungo, protozoario e humanos e AhpF de bactérias.
Todas as estruturas estdo apresentadas em cartoon como mondmeros. A) S. cerevisiae TrxR1 (pdb: 3ITJ). B)
Entamoeba hystolitica TrxR (pdb: 4CCR); C) Salmonella typhimurium AhpF (pdb: 1HYU). D) H. sapiens
TrxR1 (pdb: 2J3N). As representacdes graficas foram geradas com auxilio do software Pymol.

Adicionalmente, todos os estudos publicados até 0 momento descrevem a atividade
inibitoria da adenantina sobre Prx 2-Cys que possuem um residuo de Thr como parte da triade
catalitica e, dessa forma, esse foi o primeiro trabalho abordando uma Prx 2-Cys com uma Ser
nessa posicdo. Utilizando ferramentas de bioinformética, analisamos o banco de dados
GenBank do NCBI (National Center for Biotechnology Information) a fim de avaliar as
sequéncias de Prx contendo a substituicdo natural da Thr da triade catalitica por uma Ser.
Nossos resultados revelaram que a vasta maioria dos organismos eucariotos sequenciados até
0 momento possuem Prx 2-Cys com uma Thr na triade catalitica. Por outro lado, a triade
catalitica contendo uma Ser é um evento mais comum em procariotos, especialmente em
bactérias. A figura 15 mostra o alinhamento de Prx 2-Cys tipicas contendo Thr (Figura 15A) e

Ser (Figura 15B) como parte da triade catalitica.
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TEA1_Sacchammyces cerewsizes/31-28
A) PROX1 Homo_sapiens/3592
PROXZ2 Homo_sapiens’34-91
FPROXZ2 Rattus_norvegicus34-91
PROXS Rattuz_norvegicus 103-186
PROX4 Bos taurms/110-167
PROX1_Gallvs_gallusf3592
FPROXA_Dmosophila_melanogastes’30-87
T5A1_Schizosacchammyces_pombes/31-88
TS5AA Acyrthosiphon_pisum/32-90
TS5A1_Candida_zlbicana’31-88
T5AA_ Helicobacter_pylon’31-89
BAS1 Cryza_sativa_faponica’Ic-154
BAS1A Arabidopsis_thalianal101-159
AHPGC Mycobacterum_smegmatia’d4-101
AHPC_Nycobacterum_tuberulosis’d4-101
AHPC_Eschenchia_colif30-87
AHPC_ Salmonella_entencas/30-87

B) TSAZ_ Sacchamomyces-cemsvisige/32-88
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AHPC_Staphylococcus-saproph plicus/33-89
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Figura 15: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de Prx 2-Cys tipicas. Alinhamento de Prx 2-Cys
contendo Thr (A) ou Ser (B) na triade catalitica. Os residuos idénticos estdo sombreados em verde escuro e
sequéncias similares sdo indicadas pelo gradiente de verde com base na conservagdo das caracteristicas
fisicoquimicas. A caixa sombreada em vermelho indica os organismos eucariotos, o tridngulo invertido aponta o
residuo de Thr ou Ser da triade catalitica e o asterisco azul os organismos eucariotos que apresentam Ser na
triade catalitica. O quadrados vermelhos marcam espécies de bactérias patogénicas O alinhamento da sequéncia
de aminoacidos foi realizado utilizando a ferramenta Clustal o e as figuras foram geradas com a ferramenta
Jalview

No grupo dos organismos que possuem uma Ser como parte da triade catalitica das
Prx, existe uma série de bactérias Gram positivas do género Staphylococcus como S.
agalactiae, S. castoreus, S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. saprophyticus, S.
gallolyticus, S. equi e S. pyogenes que sdo agentes etioldgicos de varias doencas humanas
como endocardite, septicemia, periodontite, infec¢bes agudas do trato urinario, infeccdes de
pele, dentre outros. Algumas dessas doencas constituem um sério problema de sadde publica
uma vez que ocorrem geralmente em ambiente hospitalar, podendo acometer pacientes
imunocomprometidos e, em alguns casos os antibidticos atuais ndo sdo efetivos em matar
determinadas cepas dessas bactérias (OTEO; BELEN ARACIL, 2015; PURRELLO et al.,
2016). Neste contexto, tanto as caracteristicas especificas do sistema redutor bacteriano
quanto a presenca da Ser na triade catalitica das Prx 2-Cys de determinadas espécies de
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bactérias colocam a adenantina como uma candidata promissora no desenvolvimento de um

novo tratamento antibiotico.

A fim de investigar a possivel atividade bactericida da adenantina, realizamos ensaios
de avaliacéo de citotoxicidade utilizando cepas de S. aureus, S. epidermidis e E. coli. Nossos
resultados indicam que a morte celular foi mais acentuada para S. aureus e para S.
epidermidis, ambas apresentando a Ser na triade catalitica das Prx, enquanto E. coli, que
possui uma Thr nessa posicdo, apresentou a maior viabilidade celular (Figura 16). O 1Cs para
S. aureus e S. epidermidis foi determinado na ordem de 460 e 77uM, respectivamente. Dessa
forma, este trabalho apresenta a primeira abordagem acerca do potencial da utilizacdo da
adenantina como um antimicrobiano, bem como a estreita relacdo entre a presenca do residuo
de Thr/Ser na triade catalitica e a intensidade da inibi¢do da sua atividade peroxidasica pela

adenantina.
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Figura 16: Viabilidade celular de S. aureus, S. epidermidis e E. coli tratadas com adenantina. As células de
S. aureus (@), S. epidermidis (M) e E. coli (4) foram cultivadas em caldo BHI até ODgs=0,1 e tratadas com
crescentes de adenantina (1uM, 10uM, 100uM e 1000uM) por 24 horas, a 37°C, sendo entdo quantificadas
espectrofotometricamente a 625nm.

4.8 Avaliacéo do efeito citotoxico da adenantina sobre células LLA

Outro objetivo deste trabalho foi avaliar a citotoxicidade da adenantina sobre células
de LLA e, para isso, utilizamos as linhagens de células leucémicas REH e MOLT-4. A
escolha destas linhagens foi em decorréncia da acdo de uma droga utilizada em todos 0s
protocolos clinicos para o tratamento da LLA denominada L-asparaginase. A L-asparaginase
é uma enzima que, geralmente, é isolada de bactérias como E. coli e Erwinia chrysanthemi e

sua atuacgdo reside na deplecdo do aminodcido asparagina (Asn) da corrente sanguinea. Por
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motivos desconhecidos, as células de LLA deixam de expressar ou expressam de forma
insignificante a enzima asparagina sintetase (ASNS), responsadvel pela sintese de Asn,
tornando-se, portanto, dependentes da Asn extracelular para sobreviver. Uma vez que a
grande maioria das células normais é capaz de sintetizar Asn, sua deplecdo da corrente
sanguinea pela L-asparaginase mata seletivamente as células tumorais (LOPES et al., 2015).
A linhagem MOLT-4 apresenta essa caracteristica padrdo de células de LLA, ou seja, ndo €
capaz de sintetizar Asn e, portanto, é sensivel a acdo da L-asparaginase. Entretanto, algumas
linhagens de células de LLA, como a REH, possuem a enzima ASNS ativa, 0 que torna a
célula tumoral resistente a L-asparaginase (COSTA et al., 2016; HERMANOVA et al., 2012).
Atualmente, toda a L-asparaginase utilizada no Brasil ¢ importada e nosso grupo de pesquisa
estd trabalhando na identificacdo e producdo de novas L-asparaginases oriundas de
microrganismos e, neste contexto, nos parece importante a caracterizagdo de um novo
quimioterapico possa ser utilizado juntamente com L-asparginases, o que podera levar a

novas abordagens terapéuticas para o tratamento da LLA.

Para as analises de viabilidade celular, as células REH e MOLT-4 foram tratadas com
concentracdes crescentes de adenantina durante 24, 48 e 72 horas. Conforme é possivel
observar na figura 17 e tabela 4, a adenantina mostrou-se toxica para ambas as linhagens,
porém sua toxicidade foi maior para MOLT-4. Curiosamente, MOLT-4, apresentou maior
viabilidade celular apds o tratamento com adenantina por 72 horas do que ap0s o tratamento
por 48 horas. Uma possivel explicacdo para esse fenémeno seria a promoc¢édo da proliferacéo
celular, possivelmente causada por diferenciacdo celular mediada pelo tratamento com a
adenantina, fenémeno este que ja havia sido observado em 2012 por Liu e colaboradores para
células de LMA (LIU et al., 2012). Segundo os autores, no caso das células de LMA, a
diferenciacdo de células da linhagem NB4 ocorreria em funcdo do aumento dos niveis de HPx
decorrentes da inibicdo da atividade peroxidasica de Prx1 e Prx2, favorecendo a ativacdo de
ERK1, ERK2 e p38 e diminuindo a expressdao de c-Jun, o que elevaria a expressao de
C/EBPp, responsavel pela maturagdo das células mieloides. Embora sejam necessarias
andlises adicionais a fim de compreender as causas da proliferacdo apresentada pelas células
MOLT-4 apds o tratamento por 72 horas com adenantina, os resultados obtidos constituem os
primeiros indicios de diferenciacdo celular observados em células de LLA mediados pela acdo

da adenantina.
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Figura 17: Viabilidade celular das linhagens REH e MOLT-4 ap6s tratamento com adenantina. As células
REH (A) e MOLT-4 (B) foram tratadas com concentragdes crescentes de adenantina (0,1uM, 1uM, 5uM, 10uM,
50uM e 100uM) por 24 (®), 48 (W) e 72 horas (4) e sua viabilidade foi avaliada através de ensaio de redugdo de
MTT.

Tabela 4: Valores de ICs, de adenantina contra células REH e MOLT-4 calculados com o auxilio do software
GraphPad Prim 5.

1Cs0 (UM)
REH MOLT-4
24 horas 30,3 23,7
48 horas 26,3 3,0

72 horas 8,4 91
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5. CONCLUSOES

Apesar dos resultados animadores obtidos recentemente quanto a utilizacdo da
adenantina sobre células tumorais, seus mecanismos de interacdo com as Prx e as
modifica¢fes provocadas no sitio ativo dessas proteinas ainda sao pouco elucidadas (HOU et
al., 2014; LIU et al., 2012). Utilizando Tsal de S. cerevisiae como modelo bioldgico,
avaliamos a possibilidade da adenantina se ligar em Tsal, o que foi comprovado através de
abordagens estruturais funcionais. Nossos resultados demonstram que a inibicdo mais severa

ocorreu quando o residuo de Thr de Tsal foi substituido por uma Ser (Tsal™**

). Para
confirmar estes resultados utilizamos também Tsa2, uma proteoforma de S. cerevisiae que
carreia naturalmente a substituicdo de Thr por Ser, e os resultados revelaram que os efeitos
estruturais e a inibigdo da atividade peroxidasica foram semelhantes aos apresentados por
Tsal'™. Esses dados sugerem que a presenca da Ser na triade catalitica das Prx as torna mais
substituicdo ocorre majoritariamente em bactérias, sendo que diversas delas sdo agentes
etiologicos em doencas em mamiferos. Para avaliar se existe diferencas na citotoxicidade de
adenantina sobre bactérias contendo Ser (S. aureus e S. epidermidis) ou Thr (E. coli) na triade
catalitica, foram efetuados ensaios de viabilidade celular que revelaram que as bactérias
contendo Ser sdo muito mais sensiveis a acdo da adenantina do que a que contém Thr. Uma
vez que a maioria dos organismos que apresentam essa substituicdo € constituida por
procariotos, muitos deles patogénicos, demonstramos pela primeira vez a possibilidade da
utilizacdo da adenantina como antibioticos em determinadas infec¢Bes bacterianas. Por fim,
também demonstramos que adenantina é toxica para células LLA ASNS™ (ASNS positiva -
REH) ou ASNS™ (ASNS negativa - MOLT-4) o que também abre a perspectiva da utilizacédo

desta molécula no tratamento da LLA.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O presente trabalho demonstrou o potencial da utilizacdo da adenantina tanto como

antibiético quanto como antileucémico para LLA e abre perspectivas para investigacdes

futuras as quais destacamos:

a)

b)

9)

Andlises funcionais e estruturais, semelhantes as realizadas neste trabalho, envolvendo

o mutante Tsa25*T

para investigar se ocorre diminuicdo da acdo inibitoria de
adenantina ao substituir a Ser da triade catalitica desta enzima por uma Thr,
corroborando assim os dados apresentados até 0 momento;

Avaliar a citotoxicidade de adenantina sobre linhagens bacterianas na presenca de
HPx, uma vez que 0 estresse oxidativo constitui uma das defesas do hospedeiro
durante a invasao do patdgeno;

Avaliar a citotoxicidade de adenantina utilizando linhagens bacterianas carreando
delecdo do gene de Prx 2-Cys (Aahpc) e linhagens transformadas com plasmideos
carreando 0 gene para ahpc contendo Ser ou Thr na triade catalitica;

Caracterizagdo comparativa dos niveis de inibicdo de adenantina sobre sistemas
redutores de Prx 2-Cys de eucariotos (Trx e TrxR) e bactérias (AhpF);

Verificar o efeito citotoxico da adenantina sobre outros procariotos patogénicos que
apresentem o residuo de Ser ou Thr na triade catalitica, bem como calcular o 1Cs, de
adenantina para esses organismos;

Avaliacdo da citotoxicidade de adenantina sobre linfocitos ndo leucémicos a fim de
determinar se a baixa toxicidade apresentada em mieldcitos, demonstrada na literatura
(HOU et al., 2014; LIU et al., 2012), ocorre também nessas células. Esses dados
auxiliardo a avaliacdo da viabilidade da utilizacdo de adenantina como um farmaco;
Investigar o efeito sinérgico da administracdo de adenantina com as L-asparaginases
caracterizadas no ambito do projeto tematico “Produgdo de L-Asparaginase
extracelular: da bioprospeccdo a engenharia de biofarmacos antileucémicos” sobre as
linhagens REH e MOLT4.
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