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Resumo

Peroxirredoxinas (Prxs) sdo peroxidases muito eficientes que dependem de uma triade
catalitica composta por uma Thr (ou Ser em alguns casos), uma Cys e uma Arg para
decompor peroxidos. Elas podem ser classificadas em 1-Cys Prx e 2-Cys Prx, de
acordo com o nimero de Cys envolvidas na catélise, ou de acordo com caracteristicas
estruturais que dividem as Prxs em 6 subfamilias. A grande maioria das enzimas da
subfamilia Prx6 € composta por 1-Cys Prx. As Prx6 sdo ainda pouco caracterizadas e
a identidade bioldgica de seu (s) redutor (es) ainda é controversa. Alguns dos
redutores candidatos sdo a Trx e o ascorbato. As Prx6 de mamiferos também possuem
atividade de fosfolipase do tipo A, (PLA;), que depende de uma triade catalitica
composta por uma His, uma Ser e um Asp. Nessa tese, investigamos aspectos
bioquimicos e estruturais de duas enzimas da subfamilia Prx6 de Aspergillus
fumigatus: a AfPrx1 citossolica e a AfPrxC mitocondrial. A. fumigatus é o mais
importante fungo patogénico transmitido pelo ar. Inicialmente, caracterizamos as
cinéticas de oxidacdo de AfPrx1 e AfPrxC por H,0,, t-BOOH, CuOOH, LAOOH e
ONOO’, monitorando alteracdes redox-dependentes das fluorescéncia intrinseca
dessas proteinas. Adicionalmente, avaliamos as reducdes de AfPrx1 e AfPrxC por
Trx, Grx, ascorbato, ergotioneina, GSH e H,S. Apenas H,S reduziu eficientemente
AfPrxl e AfPrxC (Kapra = 10° M7 s e kape = 10° M s™). Além da atividade
peroxidasica, utilizamos lipossomos radioativos para caracterizar pela primeira vez
atividade fosfolipasica (PLA,) para uma Prx de ndo-mamifero que AfPrx1 e AfPrxC
possuem. Esta atividade (= 200 nmol/ h/ mg de proteina) pode ser inibida por MJ33
(aproximadamente 75 %) e aumentada pela fosforilacdo através de MAPK.
Adicionalmente, estas proteinas estdo envolvidas na sobrevivéncia do fungo durante
interacdo com macrofagos. Utilizando microeletrodo, pudemos verificar que AfPrx1 é
importante para detoxificar o fungo de H,O, exdgeno. A caracterizacdo bioguimica
destas atividades cataliticas das Prxs pode abrir novas perspectivas para tratamentos,
ja que pelo menos AfPrx1 esta envolvida na viruléncia de A. fumigatus em ensaios
com camundongos.



Abstract

Peroxiredoxins (Prxs) are highly efficient peroxidases that depend on a catalytic triad
composed of Thr/Ser, Cys and Arg residues. These enzymes can be classified as 2-
Cys Prx and 1-Cys Prx, according to the number of Cys residues involved in catalysis
or according to structural characteristics that divide the Prxs in 6 subfamilies. The
Prx6 subfamily is almost exclusively composed by 1-Cys Prx enzymes. This
subfamily is still poorly characterized and the identities of their biological reductants
are still controversial. Some of the reductant candidates are thioredoxin (Trx) and
ascorbate. The mammalian members of this subfamily possess an additional
phospholipase A, (PLA;) activity that relies on another catalytic triad that is
composed by His, Ser and Asp residues. In this thesis, we investigated biochemical
and structural aspects of two enzymes belonging to the Prx6 subfamily from
Aspergillus fumigatus: the cytosolic AfPrx1 and the mitochondrial AfPrxC. A.
fumigatus is the most important pathogenic fungus transmitted through the air.
Initially, we characterized the oxidation of AfPrx1 and AfPrxC by H,0,, t-BOOH,
CuOOH, LAOOH and ONOQ’, monitoring redox dependent changes in the intrinsic
fluorescence of these enzymes. Additionally, we characterized the reduction of
AfPrx1 and AfPrxC by Trx, Grx, ascorbate, ergothioneine, GSH and H,S.
Interestingly, only H,S reduced these proteins efficiently (kafprna ~ 10° M™ s and
Katrxe =~ 10 M™ s™0). In addition to the peroxidase activity, we determined for the first
time the phospholipase activity (PLA;) for a non-mammalian Prx, using liposomes
radioactive-labeled. AfPrx1 and AfPrxC displayed PLA; activity (= 200 nmol/ h/ mg
of protein) that was inhibited by MJ33 (about 75 %) and enhanced after
phosphorylation by MAPK. Moreover, we also showed that these proteins were
important for fungus survival during studies co-cultures with macrophages.
Furthermore, AfPrx1 was important to detoxify A. fumigatus from exogenous added
H.O, as observed through an electrochemical approach. The biochemical and
structural characterization of these Prxs described herein can open new therapeutic
strategies, since at least AfPrx1 is involved in fungus virulence in a mouse model.



Introducéo

Peroxirredoxinas e seu ciclo redox

As peroxirredoxinas (Prxs) sdo enzimas antioxidantes altamente conservadas, de
grande representacdo entre 0s organismos e presentes em todos os reinos % As Prxs
estdo envolvidas no processo de reducdo de hidroperéxidos no ambiente intracelular,
portanto, possuem um importante papel na desintoxicacao e no controle da concentracéo
de hidroperéxidos *°. As Prxs também reduzem o peroxinitrito; sendo que AhpC de
Salmonella typhimurium foi a primeira Prx descrita com a capacidade de reduzir o
peroxinitrito em nitrito, em velocidade rapida o suficiente para evitar danos nos
componentes celulares ®. Além disso, as Prx estdo implicadas em muitos processos
diferentes como sinalizacdo celular, proliferacdo, diferenciacéo, citotoxidade de natural
killer, apoptose e permeabilidade da mitocondria *'°.

As Prxs podem ser classificadas de acordo com o numero de cisteinas
envolvidas na catélise como 1-Cys Prx ou 2-Cys Prx, sendo que as 2-Cys Prx podem ser
subdivididas em duas classes baseadas na formacao intermolecular ou intramolecular do
dissulfeto (2-Cys Prx tipica e atipica, respectivamente) *°. Outra forma de classificacdo
proposta envolve a conservacdo da sequéncia dos aminoacidos e/ ou caracteristicas
estruturais **?. Recentemente foi criado uma base de dados (PREX - PeroxiRedoxin
classification indEX) com 6325 sequéncias de Prxs subdivididas em seis subfamilias
(AhpCPrx1, Prx6, Prx5, Tpx, BCP/PrxQ e AhpE). Os membros destas subfamilias
foram identificados a partir de ferramenta de bioinformatica que analisa sequéncias
funcionalmente relevantes para a atividade da proteina, além de identificar semelhancas
e diferencas entre: interface de oligomerizagéo, sensibilidade redox, especificidade para
doador de elétrons, sensibilidade de inativacdo com diferentes niveis de peroxido e
especificidade de substrato (tipo de peréxido) **.

Em todas as Prxs, a reducdo dos peroxidos comeca pelo ataque nucleofilico do
tiolato (RS) da cisteina peroxidasica (Cysp) a um dos oxigénios do peréxido. Assim, a
ligacdo O-O do perdxido é clivada heteroliticamente, com consequente formacdo de
acido sulfénico no residuo Cysp (Cysp-SOH) e liberacdo de H,0, no caso do H,0,, ou
de um derivado alcodlico no caso de peréxidos de lipideos **. O destino do écido
sulfénico (Cysp-SOH) determina se a enzima € um 1-Cys Prx ou 2-Cys Prx. As 1-Cys

Prx possuem somente uma cisteina catalitica (a Cysp) e sua forma oxidada (Cysp-SOH)



deve ser reduzida a fim de completar seu ciclo redox. Entretanto, para esta classe de
proteinas (1-Cys Prx), esta etapa de reducdo ndo € bem estabelecida e seus agentes
redutores na maioria das vezes séo desconhecidos. Para algumas 1-Cys Prx, ja foram
descritos possiveis redutores, desde moléculas, como ascorbato; até sistemas redutores
mais complexos como: sistema glutarredoxina (glutarredoxina (Grx), glutationa (GSH)
e glutationa redutase (GR)); glutationa-S-transferase n (nGST) e glutationa (GSH); e
sistema tiorredoxina (tiorredoxina (Trx), tiorredoxina redutase (TrxR) e NADPH) 2.
Adicionalmente, foi recentemente descrito que GSH pode atuar como ti6l de resolugédo
que, além de evitar a superoxidacdo de ScPrx1, favorece a redugdo por Trx3 sem 0
consumo de GSH % (Figura 1 C e Figura 2).

Em contraste, nas 2-Cys Prx o acido sulfénico sofre rea¢do de condensacdo com
uma segunda cisteina, denominada de cisteina de resolucdo (Cysg), liberando H,0 e
formando uma ligagéo dissulfeto (Figura 1 A e B). Diversos trabalhos demonstram que
para a formacdo do dissulfeto, ha a necessidade de um rearranjo estrutural da Prx para
que haja a aproximacdo das duas cisteinas **?2. A ciclagem das 2-Cys Prx oxidadas
envolve reducdo efetuada pela Trx. Por sua vez, a Trx oxidada é reduzida pela TrxR,
que utiliza elétrons oriundos do NADPH *°.



(A) Typical 2-CysPrx
Ce-SH  HS-Cq Cp-SOH HS-Cg

(2x) H,0

£

Ce-SH  HS-C,

(B) Atypical 2-CysPrx (PrxQ and Prx 1)
Cp-SH

(29 Hx0

Cq-SH
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Figura 1 — Mecanismo catalitico de trés tipos de Prxs. A cisteina peroxidasica (Cp)
primeiramente reage com o peroxido. Na 2-Cys Prx tipica, Cp-OH reage com a cisteina de
resolugdo (Cr) presente na segunda unidade do dimero (A), enquanto que na 2-Cys Prx atipica a
Cresta localizada na mesma cadeia polipeptidica (B). O 4cido sulfénico derivado da 1-Cys Prx
é diretamente regenerado por um doador de elétrons para a forma tiol (C). Abreviaces: ROOH:
peréxido; Trx: tiorredoxina (adaptado *°).

As reacdes de Prxs com peroxidos apresentam constantes de segunda ordem que
variam entre 10° — 10° M™s™, o que representa uma extraordinaria eficiéncia catalitica,
ja que a cisteina livre possui uma constante de segunda ordem de aproximadamente 10
M™s? %, Ou seja, nas mesmas condig0es, as Prxs podem reagir 10.000.000 x mais
rapido que uma Cys livre. Todas as Prxs caracterizadas até 0 momento possuem uma
triade catalitica (Cysp, Thr/ Ser, Arg), sendo que os residuos de Cysp e a Thr/ Ser fazem
parte do motivo universal das Prx (PxxxT/SxxCp). Estes residuos auxiliam na
manutencdo do ambiente favoravel do sitio ativo ao, por exemplo, direcionar o peréxido
e manter a Cysp na forma de tiolato (Cysp-S7) 4242,

A unidade catalitica da grande maioria das Prxs é dimérica e podem se associar
em tetrémaros, hexameros e decameros ***?°. Entre os fatores que interferem no estado

oligomérico, pode-se citar pH, forca idnica, concentracdo e estado redox 2%,



Entretanto, quando algumas 2-Cys Prx tipicas sdo expostas a altas concentragdes de
perdxido, a Cp pode ser superoxidada, assumindo a forma de cisteina acido sulfinico
(Cp-SO2H) ou cisteina acido sulfonico (Cp-SO3H), apds o ataque da cisteina acido
sulfénico (Cp-SOH) por outras moléculas de peroxido. Estas enzimas superoxidadas
podem se polimerizam e formar oligbmeros de maior massa molecular, muitos dos
quais apresentam uma segunda atividade além da peroxidasica: de chaperona molecular;
e podem ter fungdo de sinalizador celular**!. Nas 2-Cys Prx pode ocorrer a reducdo do
acido sulfinico, em um processo lento e dependente de ATP e catalisado pela enzima
sulfirredoxina (Srx) 2%,

Quando uma enzima possui mais de uma atividade bioquimica, mas ndo como
um produto de fusBes génicas, muitas vezes é denominada de moonlight protein .
Neste contexto, adicionalmente as 2-Cys Prx tipicas que exibem atividade peroxidasica
e de chaperona molecular, algumas 1-Cys Prx possuem além da atividade peroxidasica a
atividade de fosfolipase A, (PLA;), sendo capazes de hidrolisar fosfolipideos. Em
mamiferos, estdo fortemente relacionadas com a manutencdo da homesotase do
surfactante e decomposicéo de fosfatidilcolina internalizada de células pulmonares. Em
fungos patégenos, enzimas PLA, liberadas durante a infeccdo de hospedeiros
mamiferos podem desempenhar importantes papéis na aquisicdo de nutrientes pelo
fungo, na invasdo tecidual e na modulacdo da resposta imune do hospedeiro. As Prx6 de
mamiferos que possuem atividade de PLA, utilizam a triade catalitica S¥, H® e

D'*%para hidrolisar o fosfolipideo >,



Reduced 1-Cys Prx

—4

Ascorbate
Grx + GSH
GST pi + GSH
Lypoilated enzyme
Trx + TrxR + NADPH

ROOH

ROH

&

'3@; ]
Oxidized 1-Cys Prx

Figura 2 — Possiveis agentes redutores de 1-Cys Prx. A unidade catalitica da grande maioria das
peroxirredoxinas 1-Cys é dimérica, cada mondmero possui uma cisteina envolvida na catalise e
estdo representados em verde e azul. De maneira geral, as Prxs decompfem moléculas de
peroxido, ficando oxidadas (Cys-SOH). Desta forma, precisam ser reduzidas para ficarem
novamente ativas (Cys-SH). Esta etapa da redugdo ndo é clara para as 1-Cys Prx e alguns dos
agentes redutores ja descritos que possivelmente estdo envolvidos nesta etapa sdo o ascorbato; a
glutaredoxina (Grx) com glutationa (GSH), a glutationa-S-transferase (nGST) com GSH;
enzimas lipoiladas e o sistema Trx (tiorredoxina, tiorredoxina redutase e NADPH). A
peroxirredoxina ilustrada em cartoon é a Prx6 de Homo sapiens (PDB code: 1PRX). O atomo
de enxofre esta destacado em amarelo e 0o atomo de oxigénio em vermelho. Imagem gerada
através do programa Pymol.

Envolvimento de Peroxirredoxinas na sobrevivéncia, viruléncia e

patogenicidade de organismos patogénicos

Diversos estudos demonstram que, durante infecgcdes, um dos mecanismos mais
importantes para a defesa do hospedeiro € o burst oxidativo. O burst oxidativo é a
geracdo de diversas moléculas oxidantes (H,O,, O,”, HOCI) no fagossomo de células
fagocitarias, como macrdfagos e neutrdfilos, a fim de eliminar o patdgeno do organismo
(Figura 3) .

Como mencionado anteriormente, as Prxs sdo capazes de detoxificar peréxidos
com alta eficiéncia e acredita-se que teriam um papel importante na resposta de
patdgenos (como bactérias, fungos e tripanossomatideos) ao estresse oxidativo gerado

pelo hospedeiro. Além de sua alta reatividade e abundancia, muitos destes



microorganismos ndo possuem catalases e/ou glutationa peroxidases selénio
dependentes (GPx). Em principio, a deplecdo dos niveis de antioxidantes de patdgenos
0s tornaria mais susceptiveis ao estresse oxidativo gerado pelo hospedeiro. Sendo assim,
é importante a caracterizacdo destas proteinas e seus papéis na prevencdo de danos
oxidativos aos patégenos ** .

He

1 \V-ATPase

NADP* + H* ‘ ‘u) ) S ssamo SOD
p40 _,__, p:40-50 0, +H"> H,0,+0,
(67 47‘ - ok
—~ ©2pF
NADPH —> Raclgpo1 : Prx
A / Patégeno ROOH > ROH + H,0
\‘* Cat
e H,0, > H,0 + 0,

HOCI + HO
GPx

ROOH + GSH > ROH + H,0 + GSSG
NO=—> ONOO" —> NO,’

\

iNOS
Arginina —> C(itrulina

Figura 3 — Burst oxidativo produzido em fagossomo de células fagocitarias do hospedeiro
versus 0s principais mecanismos de defesa antioxidante proteico do patégeno. No hospedeiro:
NADPH oxidase 2 (NOX2) é um complexo proteico que, quando ativado, possui seis
subunidades (p40phox, p67phox, Rac, p47phox, p22phox e gp91phox) e produz radical anion
superdxido (O,") através da reducdo do oxigénio molecular (O,). O radical produzido pode
sofrer dismutacdo espontdnea ou catalisada pela Superéxido Dismutase (SOD) e formar
peréxido de hidrogénio (H,O,). A proteina Mieloperoxidase (MPO) pode ainda produzir acido
hipocloroso (HOCI) a partir do H,0, e ion cloreto (CI"). Oxido nitrico sintase (iNOS) catalisa a
producdo de 6xido nitrico (NO*) a partir de L-arginina. No patdgeno: SOD catalisa a dismutagdo
de O,” em H,0,. Peroxirredoxina (Prx) catalisa a redugdo de hidroper6xidos no &lcool
correspondente ou &gua, no caso de H,0,. Catalase (Cat) catalisa a reducdo de H,O, em H,0.
Glutationa peroxidase (GPx) catalisa a reducdo de hidroperéxidos no alcool correspondente ou
4gua, no caso de H,0, com auxilio de glutationa (GSH) (adaptado *°).

Em Trypanosoma cruzi, o agente causador da doenca de Chagas, foi
demonstrado que as Prx desempenham papel fundamental no desenvolvimento da
doenga, uma vez que parasitas que superexpressam Prx (c-TXNPx e m-TXNPXx)
apresentam um significante aumento na capacidade de infectar células fagociticas e ndo

fagociticas */



Salmonella typhimurium (o agente causador de moléstias gastrointestinais, febre
tifdide e septicemia) € um patdgeno intracelular de macrofagos e, portanto, esta sob
intenso estresse oxidativo. Recentemente foi demonstrado que linhagens deficientes de
Prx apresentam alteracdo da morfologia celular e proliferagéo reduzida no interior da
célula. O estudo também revelou que quando uma Prx (TSAA) é superexpressa em
células de S. typhimurium nocautedas para genes envolvidos na decomposicdo de
peréxidos (4KatkE, AKatG, AKatN, AAhpC e ATSAA), o patdgeno recupera as
caracteristicas da linhagem selvagem. Estes dados indicam que as Prx de S.
typhimurium contribuem para a viruléncia do patégeno ao capacita-lo a sobreviver em

ambientes hostis 2,

Adicionalmente, em Mycobacterium tuberculosis, o agente
causador da tuberculose, foi demonstrado que em linhagens que apresentam dele¢do do
gene que codifica a enzima catalase sdo virulentas e que a sobrevivéncia destas cepas no
hospedeiro é atribuida as Prx .

Recentemente, uma Prx de Aspergillus fumigatus foi caracterizada pela primeira
vez. Nomeada de Asp f3, a proteina é 2-Cys, dimérica e possui atividade peroxidasica
com H,0, e perdxido organico t-BOOH. O fungo knockout para o gene asp f3 foi
sensivel a estresse oxidativo e significativamente menos virulento em modelo de
aspergilose invasiva pulmonar (AIP) em camundongo .

Outro trabalho, agora envolvendo uma Prx 1-Cys, demonstra o envolvimento
desta proteina (LsfA) na protecdo contra H,O, e na patogenicidade de Pseudomonas
aeruginosa. Em modelo de pneumonia aguda, camundongos infectados com a bacteria
knockout para o gene IsfA liberam mais citocinas nos pulmdes, recrutam mais
neutréfilos e possuem melhores taxas de sobrevivéncia se comparados ao wt .

Em acordo com as observacGes acima, as tidl peroxidases sdo largamente
encontradas e bastante abundantes em patdgenos que infectam animais e plantas °*°°.
Em alguns casos, estas proteinas apresentam aspectos estruturais Unicos que as diferem
largamente de enzimas correspondentes do hospedeiro e as colocam como alvos
bastante promissores para o desenvolvimento de drogas especificas para o combate de
determinados patdgenos “**"****_ De fato, cabe destacar aqui que varios antibiéticos e
adjuvantes (compostos que fazem a bactéria mais suscetivel aos antibioticos) operam
via geracdo de estresse oxidativo ao hospedeiro *°. Desta forma, a importancia de
enzimas antioxidantes, incluindo as Prx, para a manutencdo do patdgeno fica ainda mais

evidente uma vez que sua deplecdo ou inibicdo pode resultar na hipersensibilidade do



patdgeno frente a explosdo oxidativa gerada naturalmente pelo hospedeiro ou através da

administracéo de drogas >’

Aspergillus fumigatus: o mais importante fungo patogénico transmitido

pelo ar

Espécies do género Aspergillus sdo ubiquas, saprofiticas e possuem um papel importante no ciclo do carbono e nitrogénio.
Apesar de desempenharem este papel ecoldgico importante, algumas espécies Sao patc')genos oportunistas, que
produzem conidios pequenos e hidrofébicos que se dispersam facilmente no ar e

sobrevivem em uma grande variedade de ambientes *®*°. A fumigatus é um dos responsaveis mais

frequentes por infecges flingicas sistémicas, sendo considerado o principal fungo patogénico transmitido pelo ar. As infecgdes sdo causadas
pela inalagao dos conidios, que atingem os pulmaes do hospedeiro. OS conidios liberados na atmosfera possuem
didmetro pequeno o suficiente (2 a 3 um) para atingir os alvéolos pulmonares 0061 A
populacdo residente de macrdfagos alveolares € a primeira linha de defesa imune a
interagir com A. fumigatus no pulmao ®2. Os conidios que n&o forem eliminados pelos
alvéolos pulmonares germinam, originando micélios. Estes sdo atacados pelos
neutréfilos recrutados através da liberagdo de citocinas pro-inflamatorias pelos
macréfagos alveolares. Tanto os macro6fagos alveolares quanto os neutréfilos recrutados
utilizam mecanismos oxidativos (como H,0,) como ndo-oxidativos (como proteases)
para eliminar o fungo (Figura 4) ®%.

Entretanto, individuos com deficiéncias no sistema imune, como neutropenia
(diminuicdo no nimero de neutréfilos na corrente sanguinea), pacientes que recebem
tratamento com corticosteroides, individuos com AIDS e pacientes com doenca
granulomatosa cronica hereditaria, podem adquirir infeccdes com altas taxas de
mortalidade. Os tipos de doencas causadas por este fungo em individuos imuno-
competentes sdo reagdes alérgicas e colonizacdo com invasdo limitada, enquanto que
em individuos imuno-comprometidos sdo infeccBes severas com altas taxas de
mortalidade °"®.

Os sintomas das infec¢gdes flngicas invasivas sdo inespecificos, tornando o
diagnostico baseado em diferentes técnicas como exame de tecidos, radiologia, cultivos
microbiologicos bem como testes soroldgicos e moleculares. Essas infec¢bes sdo a
principal causa de mortalidade em pacientes que foram submetidos a transplante de
medula 6ssea ou transplante de células-tronco *%. A Aspergilose Invasiva Pulmonar
(AIP) é o principal exemplo de infeccdo de alto risco em individuos imuno-

comprometidos, podendo alcancar taxa de mortalidade de até 90%, pois geralmente é



fatal se ndo for tratada rapidamente. Diagndsticos especificos sdo muito limitados e
intervencgdes terapéuticas sdo ineficazes, o que agrava ainda mais o prognostico dos
pacientes °°. Embora as hospitalizacées relacionadas & aspergilose representem uma
pequena porcentagem das internagdes, os pacientes internados nesta condi¢do tém

hospitalizacdo prolongada e altas chances de mortalidade, aumentando muito o0s custos
envolvidos com esta doenca ©'.
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Figura 4 — Mecanismos de defesa dos individuos imunocompetentes. Apds a inalagdo,
macrofagos alveolares e o epitélio respiratorio eliminam os conidios de A. fumigatus, a maioria
dormente (A). Apos exposicdo substancial (B), a grande carga fungica supera essas defesas,
permitindo que mais conidios em germinacdo sobrevivam. Em resposta as hifas germinantes, os
neutrofilos sdo recrutados através de citocinas de macrofagos alveolares ou pneumocitos, ou
ambos. Neutréfilos atacam hifas, inibindo seu crescimento (extraido ).



Objetivos

Objetivo Geral
Caracterizacdo funcional e estrutural das enzimas antioxidantes AfPrxl e

AfPrxC do fungo patégeno humano A. fumigatus.

Metas

- Busca por peroxirredoxinas da subfamilia 6 em A. fumigatus.

- Clonagem, expresséo e purificacdo de AfPrx1 e AfPrxC;

- Determinacdo do estado oligomérico;

- Determinagdo da atividade peroxidasica (H,O,; t-BOOH; CuOOH; LAOOH;
ONOO));

- Verificar a importancia de AfPrx1 e AfPrxC na detoxifica¢do do fungo;

- Avaliacdo do possivel redutor biologico destas enzimas (sistema Trx; sistema
Grx; ascorbato; ergotioneina; GSH; H,S);

- Avaliagéo da atividade de PLA,.



Conclusoes

A. fumigatus possui ao menos duas Prx da subfamilia Prx6: AfPrx1 e AfPrxC;
AfPrx1 é citoplasmatica e AfPrxC é mitocondrial;

Com relagdo a estrutura primaria e atividade peroxidasica: AfPrx1 e AfPrxC
possuem a triade catalitica para atividade peroxidasica (T, C e R), o motivo
universal das Prx (PxxxTxxS) e o motivo das Prx6 (PVCTTE);

Com relagdo a estrutura primaria e atividade PLA,: AfPrxl1 e AfPrxC
apresentam a triade catalitica para atividade de PLA, (H, S, D), provavel
peptideo enderecador lisossomal e T fosforilavel conservada;

AfPrx1 e AfPrxC foram clonadas, expressas e purificadas com alto grau de
pureza. AfPrxC somente é expressa sem pré-sequéncia mitocondrial,

AfPrx1 e AfPrxC sdo proteinas diméricas independente de concentracdo e estado
redox;

AfPrx1 e AfPrxC reduzem de maneira eficiente os seguintes peroxidos: H,O; t-
BOOH; CuOOH; LAOOH e ONOO;

AfPrxC é mais reativa com peroxidos organicos se comparada com AfPrx1,
principalmente com LAOOH. Essa caracteristica pode estar relacionada com a
superficie hodrofobica desta enzima na regido do sitio ativo;

Ao acompanhar a fluorescéncia intrinseca destas proteinas nos ensaios de
oxidacdo, € possivel notar pelo menos duas fases de reacdo. A primeira € muito
rapida e representa a oxidacdo da Cys peroxidasica a acido sulfénico (C-SOH).
A segunda fase é independente da concentracdo do perdxido quando este
encontra-se em baixas doses e € dependente quando em doses mais altas. Para o0s
casos de dependéncia, assumimos que a reacdo se tratava da superoxidacdo
proteica.

Através de medidas eletroquimicas em micélio de A. fumigatus (linhagens wt,
AATPrx1 e AAfPrx1:: AAfPrx1™), pudemos atestar a grande importancia de
AfPrx1 na detoxificacdo de H,O, exdgeno. Apesar de incapaz de restaurar 0s
niveis basais de H,O,, AAfPrx1 manteve-se viavel apds o tratamento com o

peréxido;



Todos os fungos knockouts simples as Prx6 de A. fumigatus sobrevivem
significativamente menos apds interacdo com macréfagos quando comparados
com as linhagens wt e complementares;

Dentre todos os sistemas redutores testados (sistema Trx, sistema Trx + GSH,
sistema Grx, ascorbato, ergotioneina, GSH e H,S), apenas o H,S foi capaz de
reduzir as proteinas de maneira eficiente (katpr = 10° M s e kagprxe = 10* M™?
s7);

A. fumigatus provavelmente sintetiza D-eritroascorbato (andlogo de ascorbato).
A concentragdo intracelular desta molécula é de aproximadamente 200 uM;
AfPrx1 e AfPrxC possuem atividade de PLA; acida (pH 4) e independente de
Ca*? (aiPLA,) de aproximadamente 200 nmol/ h/ mg de proteina;

A atividade de PLA, ¢ inibida pelo inibidor competitivo MJ33 em
aproximadamente 75 %;

AfPrxC ¢é fosforilada por Erk2 e esta fosforilacdo aumenta a atividade de PLA,,
tanto em pH 4 quanto em pH 7,4;

Apesar de ndo termos detectado a fosforilacdo em AfPrx1, apos seu tratamento
com Erk2 esta proteina também teve sua atividade de PLA, aumentada em pH 4
epH74.
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